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Abstract

In this work, several types of column switching eeassed for a number of analytical
problems in liquid chromatography.

Thus, comprehensive two-dimensional liquid chrorgeaphy was used for the study of tea.
This developed into a semi-quantitative compariebicatechins in matcha and sencha tea.
This revealed that about twice as much catechimbs®rbed in the consumption of matcha
tea as with sencha tea.

To evaluate the best combination of columns inliex LC, a vector based mathematical
model was developed. This calculation makes itiptesso determine the effective area in a
two-dimensional chromatogram, independently of ¢henplexity of the distribution of the
chromatogram spots. With this method, the best caatibn of columns for the analysis of
Radix Angelicae sinensigas determined on the basis of the effective dheapeak capacity
and the orthogonality. These results do not caeeddth the results of the Neue-test. The best
column selection is determined not only by the feley of the phases but also by the
properties of the analyte in the complex sampleisTkhe optimal combination of columns to
assess the separation efficiency - directly from tilvo-dimensional chromatogram - is of
great importance.

The separation efficiency of on-line LC x LC wasmmared with off-line LC x LC, with the
analysis ofRadix Angelicae sinens&s an example. This showed, as was to be expebtdd,
the off-line LCxLC method had a higher peak capa(2683) than on-line LC x LC (661).
However, this was accompanied by a significantdase in analysis time, from 5 to 28 hours.
No significant difference was found in the orthoglity and the consumption of solvents. The
great advantage of the online method is the langenber of substances detected, probably
because ca. 30 % of the volatile analytes disapi@ang storage of the fractions in the off-
line method.

For the investigation of white wine, ion-exchandeotnatography was coupled with reverse-
phase chromatography (IC-LC x LC) for the first éimThis technique allows the
simultaneous analysis of phenols, polyphenols, plemcids and other components in the
wine. A higher degree of orthogonality could be iaead than with previously known
applications of this method. It was also possibleh®e use of suitable eluents to couple the
chromatographic system with a mass spectrometer.

Finally, in this work a new recycling method for HP was developed which is suitable for

the separation of substances with a similar seigctifactor (e.g., enantiomers). The



separation of carvone enantiomers showed the aatyandf this method - the low peak
broadening during the recycling process - oveliGhR method.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Analyse von unbekannten Proben kann in zweicAbste unterteilt werden. Im ersten
Schritt werden die Einzelbestandteile voneinanderegnt. Die am weitesten verbreitete
Trenntechnik ist die Chromatographie.

Die Chromatographie ist ein Verfahren zur Auftremgpwon Stoffen aus einem Gemisch. Zu
Grunde liegt ein physikalisch-chemisches Trennveda, bei dem die Stoffe zwischen zwei
Phasen verteilt werden. Eine mobile Phase (MP) vaindeiner stationdren Phase (SP)
vorbeigefuhrt [1]. Die Grundvoraussetzung fur allromatographischen Methoden ist die
Nichtmischbarkeit der stationaren und der mobileagen. Je nach Wahl der mobilen Phase
werden die Methoden in drei Klassen unterteilt [2]:

Die chromatographischen Methoden, in denen Gasalsle Phase verwendet wird, wird als
Gaschromatographie (GC) bezeichnet.

Bei der Verwendung von Uberkritischen Flussigkedsh MP handelt es sich um eine SFC
(engl.supercritical fluid chromatography)

In dieser Arbeit wird eine Flussigkeit als MP eiggt. Diese Technik wird als
Flissigchromatographie (LC, en@ijuid chromatographybezeichnet.

Die Trennverfahren lassen sich zudem noch anhandRdeentionsmechanismen in zwei
Gruppen unterteilen [3]:

Bei der Verteilungschromatographie beruht die Tomgn auf den unterschiedlichen
Loslichkeiten der Analyten in beiden Phasen.

Ein weiterer Trennmechanismus in der Chromatogeajsti die Adsorption. Die Analyten
werden an der SP adsorbiert und von dem Eluentsoridiert.

Infolge unterschiedlicher Verteilungs- oder Adsapsverhalten konnen die Stoffe
voneinander getrennt werden. Die Grenzen zwischem derfahren sind in der Regel
flieRend.

Die Untersuchung von pflanzlichen Produkten stdilt den Analytiker eine grol3e
Herausforderung dar. Die Zusammensetzung der Pradteim der Regel sehr komplex.
Sowohl die hohe Anzahl der Stoffe als auch die Boggkeit der Stoffe zu unterschiedlichen
Stoffklassen macht die Analyse schwierig. Aus dieGelinden werden an die Trenntechnik
hohe Anspriche gestellt. Andererseits eignen saitbhe Proben, um die Qualitat einer
Trennmethode zu beurteilen. Als Modelproben wurttedieser Arbeit drei Naturprodukte
(Tee, eine Heilpflanze aus der traditionellen chisehen MedizinRadixAngelicae sinensis

und Wein) analysiert.



Flissigchromatographische Trenntechniken

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Flassigchromatographische Trenntechniken

Abhangig von den verwendeten stationdren und mobiPasen und somit aufgrund
unterschiedlichem Trennverhalten unterscheidet beawler Fllissigchromatographie mehrere
Untergruppen [1]. An dieser Stelle werden nur dienhmethoden beschrieben, die auch in
dieser Arbeit angewendet wurden.

Die Normalphasenchromatographie (NP) ist ein Vedalbei dem die stationare Phase aus
einem polaren Material besteht [1]. In der Regeltdea Kieselgel oder Aluminiumoxid
verwendet. Als mobile Phase werden unpolare orghaid 6sungsmittel eingesetzt. Die
Trennung erfolgt aufgrund der polaren Wechselwigamder Analyten.

Die Weiterentwicklung der NP bildet die hydrophligeraktionschromatographie (HILIC).
Auch hier wird das gleiche Grundprinzip angewengehlich eine polare stationare und eine
weniger polare mobile Phase. Die Variation deri@tdren Phasen reicht dabei von
unmodifiziertem oder leicht modifiziertem (mit Diobder Aminogruppen) Kieselgel bis zu
komplexeren Phasen mit Zwitterionen als Modifikat{d]. Der Eluent ist anders als bei der
NP in der Regel ein Acetonitril/Wassergemisch [3&s Prinzip des Trennprozesses bei der
HILIC ist bislang ungeklart und wahrscheinlich ghichtig. Wahrend in der NP die
Adsorptionschromatographie vorherrscht, wird beilLIg8l in erster Linie von einer
Verteilungschromatographie ausgegangen. Es wir romgmen, dass sich eine wassrige
Schicht auf der Oberflache der SP bildet. Die Atedywerden unter anderem aufgrund
unterschiedlicher Loslichkeit in der MP und in @&issrigen SP getrennt.

In der Umkehrphasenchromatographie (RP, eegkrsed phagast im Gegensatz zur NP die
mobile Phase polar und die stationédre Phase unpgdRiEluent wird meistens ein Gemisch
aus Wasser und Methanol oder Acetonitril verweri@gt Als SP wird auch hier in den
meisten Féllen ein modifiziertes Kieselgel eingesddie am weitesten verbreitete Phase ist
ein mit Octadecylresten derivatisiertes KieselgeP18). Bei dieser Trenntechnik ist vor
allem die Verteilungschromatographie vorherrschelBthe zusatzliche Selektivitdt kann
durch Einfuhren von weiteren funktionellen Gruppealisiert werden. So finden z.B. Phasen
mit Cyano- (CN), Diol-, Amino- oder Pentafluorphégrappen (PFP) ebenfalls Anwendung.
Die lonenaustauschchromatographie (IC) ist ein 8datl der Flissigchromatographie.

Wahrend die oben dargestellten Methoden in erstge Liir neutrale, ungeladene Stoffe
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geeignet sind, ist es mit der IC moglich, lonen teennen [1]. Als SP wird, je nach
Fragestellung, ein Kationen- oder Anionentauschemwvendet. Das Tragermaterial kann
wiederum aus Kieselgel oder organischen Polymened,z.B. Poly(Styrendivinylbenzol),
bestehen. Letztere sind bei hoheren Driicken bzwinem Eluenten mit hheren Anteilen
eines organischen Losungsmittels nicht stabil. gtaf3er Vorteil ist dagegen die Stabilitat
Uber einen weiten pH-Bereich. Die IC st ein typsc Vertreter der
Adsorptionschromatographie. Die Wechselwirkungerszien den lonen und den geladenen
funktionellen Gruppen des lonentauschers filhren Adsorption der lonen. Der Eluent
enthalt ebenfalls lonen, die an dem lonentauschisorhieren, sodass Analyt- und
Eluentionen um die Adsorptionsplatze konkurrieren.

Die chirale Chromatographie dient zur AuftrennungnvEnantiomerenpaaren [1]. Die
Trennung von solchen Substanzen erfolgt an obédl@onodifizierten Kieselgelen mit

optisch aktiven Verbindungen.

2.1.1 Eindimensionale HPLC

Die eindimensionale Hochleistungsflissigkei

chromatographie (HPLC, enghigh performance quuid]S Detektor

chromatography ist ein Trennverfahren, das zu den
Standardtechniken der Analytik gehort. Die Trenfesau

bildet das Kernstiick einer HPLC-Anlage.
Eine schematische Darstellung eines HPLC-Systetns is
Abbildung 1 gezeigt. Der Eluent wird von einer P@nzur

Saule

Saule befordert. Zwischen der Pumpe und der Saule

befindet sich ein Injektor. Dieser soll ein defiés

Volumen der zu untersuchenden Probe in das System

injizieren ohne den Fluss zu unterbrechen und

Druckschwankungen im System méglichst klein haltan. Injektor

der Saule erfolgt die Trennung der Analyten. Die

Substanzen mit héherer Affinitat zur stationaremadeh Pumpe

verbleiben langere Zeit in der Saule und eluiere
zeitverzégert im Vergleich zu Substanzen mit gesieg Abbildung 1: Schematische

Darstellung eines HPLC-
Affinitat. Dieses Verhalten wird als Retention bieb@et. Systems

Nachdem die Analyten die Saule verlassen haberdemesie mit einem Detektor registriert.
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Die Funktionsweise der Detektoren ist sehr unteesitich und reicht vom unselektiven
Brechungsindexdetektor bis zu selektiven und ggesit massenspektromerischen
Detektoren. In dieser Arbeit wurden ein Diodenaregektor (DAD) und ein Time-of-Flight
Massenspektrometer (TOF-MS) als Detektoren eingeddeben der Detektion liefern diese
Detektoren insbesondere das MS strukturelle Infaonan, sodass eine Charakterisierung
der Analyten ermdglicht wird.

Wie in Abbildung 2 gezeigt, wird die Zeit, die diebile Phase benétigt, um vom Injektor bis
zum Detektor zu gelangen, als Totzel) (bezeichnet. Die gesamte Retentionszed) (t
beschreibt die Zeit, die die Analyten fiir die ghacStrecke bendttigen. Die um die Totzeit
reduzierte gesamte Retentionszeit wird als komtigiRetentionszeit jtbezeichnet [3].

Peak-
héhe

Peakbreite
auf halber
Héhe wy,
(2,354 0)

H_/

Peakbasisbreite wy
(40)

(

)

—

otzeit tg Korrigierte Retentionszeit t,

A
\

Gesamte Retentionszeit ty,

Abbildung 2: Fundamentale Gré3en in einem Chromatogamm

Mit diesen Parametern kann der Retentionsfaktondk die Selektivitdtt berechnet werden
(Gleichungen 1 und 2) [3]. Der Retentionsfaktorspricht dem Verhaltnis der Aufenthaltzeit
der Analyten in der stationdaren und mobilen Phd3e Selektivitat beschreibt den

Retentionszeitunterschied zwischen zwei Analyten.

k:tdr_td :t_r a:trz K
td td

Gleichung 1 Gleichung 2

Sowohl bei dem chromatographischen Prozess als laeich Durchstromen der Analyten
durch das Analysensystem (Injektor, Kapillaren uridetektor) kommt es zur
Peakverbreiterung. Das am Detektor vorliegendedbigird im Idealfall als normalverteilter,
gaul3férmiger Peak beobachtet. Die Breite der Pisalesn Gutemerkmal der Trennung. Der
Abstand zwischen den Schnittpunkten der bis zuisBasrlangerten Wendetangenten wird
Peakbasisbreite @v genannt (Abbildung 2) wund entspricht der vierfath
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Standardabweichung @. In der Praxis ist es einfacher, die Peakbraitehalber Hohe ()
zu bestimmen. Diese betragt 2,3541].

Die Effizienz einer Trennséaule kann in Bodenzalidnhangegeben werden [3]:

t ) t ) t )
N :(—fj =16D(—rj = 5'54D(_rj
o W, W,

Gleichung 3

Als ein chromatographischer Boden wird ein imagindereich der Saule beschrieben, in
dem sich ein Gleichgewicht zwischen den Konzemna&in des Analyten in der MP und SP
einstellt. In der Chromatographie wird eine hohenhteistung angestrebt, sodass eine hohe
Bodenzahl erforderlich ist. Die Bodenzahl einer|8ast proportional zur Saulenlange L und

umgekehrt proportional zur Bodenhthe H:

Gleichung 4

Die Bodenhdhe ist ein theoretischer Wert, der zewrRilung der Effizienz der stationéren
Phase herangezogen werden kann. Fur eine gute Tignmud eine kleine Bodenhdhe
angestrebt.

Die Auflésung (R) beschreibt die Qualitat einer Trennung zweier f8tf8]. Danach ist die
Trennung zweier Substanzen von der RetentionsZeitelifz und der Breite der Peaks
abhéangig [1].

t,—t,

Rs =
Wbl + Wb2
2
Gleichung 5

Bei einer Auflésung von 1,0 kommt es zu einer 2%idtberlappung der Peaks. Ab einer
Auflésung von 1,5 spricht man von BasislinientremquMit Einfuhren der Bodenzahl, der
Selektivitat und der Retentionsfaktoren kann Glemdh5 in die Fundamentalgleichung der
Chromatographie umgewandelt werden (Gleichung6) [5
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Selek- Reten- Effi-
tivitats- tions- zienz-
term term sterm
R = a-1\,( k, |,+N
a 1+Kk, 4
Gleichung 6

Die Auflésung kann durch drei Faktoren beeinflygstden:

Der Selektivitdtsterm hat den starksten Einfludsdaai Auflésung, kann aber in der Regel nur
durch Wechsel der stationaren und/oder mobilend’hasindert werden. Der Retentionsterm
hat einen schwacheren Einfluss, ist dafir abemiemu vergrof3ern. Die Erhdéhung des
Retentionsfaktors hat eine Erhdhung der Analysérzei Folge. Dies ist oft unerwinscht.
Eine VergroRerung des Effizienzterms und somit Bedenzahl kann ebenfalls zu einer
Verbesserung der Trennung fihren. Da die Bodenaaigortional zur LaAnge der Saule ist,
fuhrt eine Verlangerung der Saule zu einer hoheefiossung. Eine Vervierfachung der
Trennstrecke fiihrt jedoch nur zu einer VerdoppeldegAuflosung {N). Zudem kommt es
durch die Verlangerung der Saule zu einem Anste @egendrucks und zu einer langeren
Analysenzeit.

Der Flusswiderstand von dem Eluenten beim Durdbdéie der Saule ist ein begrenzender
Faktor fur jedes HPLC-System. In der Regel sindSjisteme auf einen Maximaldruck von
400 bar ausgelegt. Moderne Anlagen (UHPLC engdltra High Performance Liquid
Chromatographybieten die Mdglichkeit sehr lange Saulen mit ein@egendruck von bis zu
1300 bar einzusetzen. Im Vergleich zu einem HPL&Sy bei 400 bar kann die Saulenlange
bei Verwendung der UHPLC bei 1000 bar so verlangetden, dass eine Erhdhung der
Bodenzahl um 41 % erreicht wird [6]. Das primaredaitzgebiet fur solchen Anlagen sind
jedoch sehr schnelle Analysen mit hohen Flissearbdi kann die Analysenzeit deutlich
verkirzt werden.

Der Eluentenfluss hat einen direkten Einfluss aefBbdenzahl und somit auf die Auflésung.
Um diesen Einfluss zu erklaren, missen drei Effekigtrachtet werden, die zur
Peakverbreiterung fuhren:

Der erste Effekt ist die Eddy-Diffusion (Abbildu3gA). Infolge verschieden langer Wege der
Analytmolekile durch die gepackte Séaule wird zumrdbgueren der Saule eine
unterschiedliche Zeit bendétigt [7]. Dieser Effektst i unabhangig von der
Fliessgeschwindigkeit. Einen starken Einfluss aué dPeakverbreiterung haben die
Partikelgroéf3e und die Beschaffenheit der Partikelkleiner und gleichméaRiger die Partikel
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des Packungsmaterials sind, desto geringer wird Blgtrag der Eddy-Diffusion zur
Peakverbreiterung. Als optimale Form gelten kont@ptiherische Partikel [8].

Als longitudinale Diffusion wird die ungeordnete Mkilbewegung der Analyten in MP und
SP beschrieben (Abbildung 3 B). Die longitudinaleffu3ion ist abhangig von der
Aufenthaltsdauer der Analyten in der Saule und \iffusionskoeffizienten und somit von
der Temperatur. Mit steigendem Fluss sinkt die Atifaltszeit der Analyten in der Saule und
somit auch der Beitrag der longitudinalen Diffuszur Peakverbreiterung [7]. Anders als in
der GC hat dieser Term in der HPLC aufgrund wegsdmnkleineren Diffusionskoeffizienten
nur einen geringen Einfluss. Trotzdem kann auckadi&@erm beeinflusst werden, in dem die
Zwischenraume noch kleiner und gleichmafiger gestalverden [9]. Auch hierfir sind

kleine, identische Partikel notwendig [9].

*+  Analyt N Stationare Phase

Abbildung 3: Faktoren der Peakverbreiterung in der Flussigchromatographie. A: Eddy-Diffusion,
B: longitudinale Diffusion, C: Massentransporteffeke

Die Massentransporteffekte beschreiben den TrahslesrAnalyten zwischen der mobilen
und stationaren Phase (Abbildung 3 C) und kénnexh avie die longitudinale und Eddy-

Diffusion durch kleinere Partikel der stationardra®e reduziert werden.

Als Qualitatsmerkmal fur ein Trennsystem wird diedretische Bodenhdhe in Abhangigkeit

zur Flussgeschwindigkeit (u) betrachtet.
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H =A+E+Cu
u

Gleichung 7

Die Gleichung 7 wird als van-Deemter-Gleichung hemeet [7]. Beim Auftragen der
Bodenhdhe gegen die Fliessgeschwindigkeit kommizwas Bildung eines Plateaus bei
minimaler Bodenhohe (Abbildung 4). Bei dieser Hggsschwindigkeit wird bei einem
gegebenen System die beste Trennung erreicht.

A+B/u+Cu

optimaler Bereich

oooooooooooooooo
.

. .
oooooooooooooooo

v

Abbildung 4: Kurvenverlauf der van-Deemter-Gleichung und die einzelnen Beitrdge zur
Peakverbreiterung in der Flussigchromatographie: Edly-Diffusion (A), longitudinale Diffusion (B),
Massentransporteffekte (C).

Die Bodenhdhe kann durch die Verwendung von kleimd?artikeln in der stationédren Phase
verringert werden. Dem entgegen steht der deuthotstieg des Flusswiderstands der Saule.
Die Verwendung von UHPLC-Systemen erlaubt den Emsan sehr kleinen Partikeln. So

resultiert der Einsatz von Partikeln unter 2 pmr, abem aufgrund des C-Terms, in eine

deutliche Steigerung der Effizienz der Trennunge Reduzierung des Einflusses der
Massentransport-Effekte erlaubt die Analyse dasredsn von Saulen bei hodheren

Fliessgeschwindigkeiten ohne merklichen VerlustiEfézienz [10].

Partikel mit einem festem Kern (engbre shell particlg die nur einen Mantel aus porésen

Material haben, zeigen einen deutlichen Vorteill [Tie Gré3enverteilung der Partikel ist in

10
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der Regel sehr einheitlich [11], sodass die EddyuBion [12] und longitudinale Diffusion
kleiner [9] sind. Die geringe mogliche EindringBefeduziert in erste Linie jedoch den C-
Term [8, 11]. Der daraus resultierende Vorteil siselchen Materials gegentiber normalen
sub 2 um Partikeln ist der geringere Druckwiderdtand die geringere Anfalligkeit der
Saulen zu verstopfen.
Neben der Eddy- und longitudinale Diffusion und tassentransporteffekten entsteht eine
zusatzliche Verbreiterung der Peaks durch Effedie aul3erhalb der Saule auftreten [3]. Als
erstes ist die Peakverbreiterung in den Verbindkeqgaren zu nennen. Bei Kapillaren mit
kleinen Innendurchmessern ist daflr hauptsachlial parabolische Stromungsprofil der
laminaren Stromung verantwortlich. Dieses Strompngfd entsteht durch unterschiedliche
Geschwindigkeiten in einem Rohr oder einer Kaplldn der Mitte ist die Geschwindigkeit
hoher, da dort der Reibungswiderstand geringefAbbildung 5) [13]. Das parabolische
Stromungsprofil wird mathematisch durch die Glerup@& beschrieben:

AP

u(r):m(Rz—rz) [13].

Gleichung 8

Dabei ist AP der Druckabfall in der Kapillare, L die Kapilltiage, p der

Viskositatskoeffizient des Losungsmittels und R Kapillarradius. Die Geschwindigkeit u(r)
des Ldsungsmittels in der Kapillare ist abhangig d®r Entfernung r zum Zentrum der
Kapillare. Je weiter der Eluent von der Mitte deapilare entfernt ist, desto langsamer

bewegt er sich im Vergleich zu dem Eluat in der iKapnitte.

AP

A
Y

A u (n )

Abbildung 5: Laminare Rohrstrémung [13]

Durch die Verwendung von schmaleren Kapillaren karmeser Effekt verringert werden.

Vollstandig eliminiert werden, konnte er jedochhtic

11
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Auch die Injektion und die Detektion kdnnen zur IReabreiterung beitragen. Beim Detektor
ist zu beachten, dass kein Totvolumen vorhandeandtdie Datenaufnahmerate méglichst
hoch und die Messzelle klein sind.

Ein grol3es Injektionsvolumen fuhrt unmittelbar zreiteren Peaks. Diesem Effekt kann
entgegen gewirkt werden, indem die Probe in einedsubhgsmittel mit schwacher

Elutionskraft geldst wird. Die Probe wird dadurah &nfang der Saule aufkonzentriert und
der chromatographische Vorgang beginnt erst migeteler Elutionskraft des Laufmittels

[14]. Ist dagegen die Probe in einem Lésungsmittiélhdherer Elutionskraft geldst, werden
die Analyten nicht oder nur wenig am S&ulenanfangugsiert. Dies kann zu einem

deutlichen Verlust der Trennung fuhren.

2.1.1.1 Peakkapazitat

.Resolving power is what it is all about in anatgi separation science” [15]. Mit dieser
Aussage brachte Poppe es auf den Punkt: ,Das Aufgsvermogen ist das, warum es bei der
Trennung in der analytischen Chemie geht.“[15]. dBieAussage trifft nicht nur fur die
chromatographischen Trennungen, sondern auch def@ebiete der analytischen Chemie
zu, wie zum Beispiel auf die Spektroskopie oder dwassenspektrometrie. Das
Auflésungsvermégen kann beschrieben werden alsmadei Anzahl der getrennten Peaks in
einem Analysenlauf oder die minimale Distanz zwethzwei basisliniengetrennten
Peaks [15]. In der Chromatographie beschreibt dekRapazitat die theoretische Anzahl der
getrennten Peaks pro definierte Zeiteinheit.

In den sechziger Jahren des letzten Jahrhundertdevain Konzept aufgestellt, in dem die
maximale Trennleistung anhand der errechneten BxadiéN ermittelt werden kann [16]. Im
Fall der isokratischen Elution kann die Berechndag Peakkapazitats, nach Vivo-Truyols

et. al. erfolgen [17].

N (1+ij

Ng, =1+——In
1+k

4Rs a

Gleichung 9
Darin istRs die gewiinschte Auflosung (im Normalfall betragess# 1,0 [17]k, undk,, sind
die Retentionsfaktoren der ersten und der letzimponente.

In vielen Fallen, sowie auch bei dieser Arbeit,dMirei der chromatographischen Trennung

ein Gradient verwendet. Im Idealfall sind dabei #eakbreiten wahrend der gesamten

12
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Analysenzeit konstant [18]. Dem entsprechend vesérgich die Gleichung zur Berechnung
der Peakkapazitat unter Verwendung eines Gradiegige[l7]:

0= t,VN g
" t,4R(1+k,) 4RC
Gleichung 10

Die Gradientenzeiistbeschreibt die Zeit zwischen dem ersten PeakeiirRegel die Totzeit,
und dem letzten Peak. Der Retentionsfaktor im Mdmegr Elution Kk beinhaltet die
Elutionskraft des Gradienten zur Zeitpunkt der Detekund ist [6sungsmittelabhangig [17].
Eine Vereinfachung kann durch Verwendung der Peadlirasten erreicht werden [19]. Das
Verhéltnis der Gradientenzeit zu der mittleren Pealsbreitew, (4 c) gibt die Peakkapazitat
Ngd €iner eindimensionalen Trennung an, wenn die geshiiesAuflosung 1,0 betragt
(Gleichung 11) [19].

tG
n.. =
v w,
Gleichung 11

Bei dieser Formel handelt es sich um eine Nahersiggerlaubt aber eine relativ schnelle
Berechnung der Peakkapazitat mit experimentelhtezeiganglichen Daten. In dieser Arbeit

wurden die Peakkapazitaten der eindimensionalemy8ea mit dieser Formel berechnet.

2.1.2 Multidimensionale HPLC

Die klassische, eindimensionale Flissigchromatdgeapstellt eine gute Methode zur
Trennung einfacher Stoffgemische dar. Im Falle uiigender Selektivitat einer einzelnen
Phase konnen mehrere Phasen, unterschiedlichekti@iéde, hintereinander geschaltet
werden [20]. Die Trennleistung ist jedoch oftmalshtiausreichend fiir komplexe Proben,
wie z.B. Naturprodukte mit vielen verschiedenen sfahzklassen. Mit der Entwicklung
multidimensionaler Trenntechniken besteht nun dieglMbkeit, deutlich mehr Substanzen
voneinander zu trennen und  Matrixeffekte  (z.B. lsepression  bei
massenspektrometrischer Detektion) zu reduzieréh [2

Es gibt zwei Arten der zweidimensionalen Flussigohatographie [22]:

Zum einen die ,heart-cut* — Techniken, in denen @der einige weinige Fraktionen aus der

ersten Dimension auf eine zweite Dimension gegemerden [23, 24].

13
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Die andere Technik wird als ,komprehensiv* bezeathin der Flissigchromatographie wird
diese mit LC x LC abgekurzt. Bei einer kompreheasiviechnik mussen folgende drei
Kriterien erfullt sein [21]:

1. Jeder Teil der Probe muss zwei verschiedene niirechanismen durchlaufen

(Orthogonalitat).

2. Alle Komponenten mussen beide Saulen ohne $erloder zu gleichen Teilen passieren

und den Detektor erreichen.

3. Die Trennung und Aufldsung der ersten Dimensiomss in der zweiten Dimension
erhalten bleiben.

Ein wichtiger Vorteil von komprehensiven Technikegegeniber LC-LC ist die

Beibehaltung der erzielten Trennung aus der eBismension. Wahrend in der LC - LC zwei
bereits getrennte Analyten wieder koeluieren konmndies in der LC x LC nicht moglich.

Im Vergleich zur ,heart-cut® — Techniken liefertediLC x LC wesentlich umfassendere
Informationen, da jeder Teil des Eluats aus deeerrBimension auch die zweite Dimension
passiert.

Die erste Anwendung der komprehensiven zweidimeassm Chromatographie liegt weit
0 Jahren wurde die erste zwesdsionale

\I

zurtck. Vor beinah
dunnschichtchromatographische  Trennung prasenti¢26]. Hierbei wurde die

Dunnschichtplatte, nachdem diese mit dem erstemurigisnittel entwickelt wurde,

getrocknet, um 90° gedreht und mit dem zweiten hgsmittel nochmals entwickelt. Als
Beispiel fur ein Chromatogramm der DC x DC ist idex Analyse von 23 Mononucleotiden
aus dem Jahr 1963 gezeigt [26] (Abbildung 6).

/ ore Cg:AMP
/ ® E
CORG _up 3]
%UDP ’ 5
a0
/ ADFG.lMP...TPN &
E
R
‘e’ & 5
ADP 0
/ UDPGA d
UDP
/ e IDP
% @ GOP
cTP
/ ® gATP
V@ g1k TP
/ .

First dimension(13¢m)

Abbildung 6: Zweidimensionale DC-Analyse von 23 Ribnucleotiden [26]
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Zwanzig Jahre spater wurden bereits zahlreiche kelngmsive zweidimensionale
dunnschichtchromatographische Methoden (DC x DGyearbeitet und publiziert [27 - 30].
Dieses Beispiel belegt die hohe Trennleistung waridimensionalen Analysen. So lag es
nahe, dieses Prinzip auf weitere Trennmethodenusesten. Die Ubertragung auf die
saulenbasierte Chromatographie war jedoch schwikrider Flissigchromatographie wurde
zuerst die off-line Methode entwickelt [31]. Die ubdidee bestand darin, zuné&chst eine
Trennung der Probe auf der ersten Saule durcharilund das Eluat in Fraktionen
aufzusammeln. Anschlielend wurden die Fraktionezedém auf einer zweiten S&aule mit
anderer Selektivitdt nochmals getrennt. Diese Mighevird auch heute noch oftmals
angewendet [32, 33].

2.1.3 Komprehensive zweidimensionale HPLC

Grundsatzlich werden komprehensive zweidimensiohi&eC-Techniken (LC x LC) in drei
Gruppen unterteilt.
1. On-line komprehensive zweidimensionale HPLC
Die Trennung in der ersten und der zweiten Dimenkafen zur selben Zeit ab [31, 34]. In
der vorliegenden Arbeit wird diese Trenntechnik @ x LC abgekirzt. Mit dieser
Methode ist es mdglich, in der gleichen Zeit eieattich hohere Trennleistung zu erzielen,
als mit der voll optimierten eindimensionalen HP[35].
2. Off-line komprehensive zweidimensionale HPLC
Das Eluat der ersten Dimension wird fraktioniert ueitversetzt in die zweite Dimension
injiziert [33, 36, 37].
3. Stop-and-go komprehensive zweidimensionale HPLC.
Die Trennung in der ersten Dimension wird periodigestoppt. In dieser Zeit erfolgt die
Trennung auf der zweiten S&ule [38 - 40].
Die ersten Ergebnisse zur komprehensiven zweidiibealen on-line LCxLC
veroffentlichten 1978 Erni und Frei [41]. Die Iddeestand darin zwei Saulen der
Flissigchromatographie zu koppeln, sodass die Aeralgines Stoffgemisches auf zwel
unterschiedlichen stationdren Phasen getrennt wekdanen. Erni und Frei verwendeten
dazu in der ersten Dimension eine Gelpermeatiotessid in der zweiten Dimension eine
Umkehrphase [41]. Das Innovative war dabei die Wehbng der beiden Séulen mit einem
Acht-Wege-Ventil. So konnte die Fraktionierung d#sats und die Injektion der Fraktionen
mit derselben Vorrichtung und zum selben Zeitpuhkichgefihrt werden. Bis heute hat sich
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an diesem Prinzip nichts geandert. Die Schaltufagtjedoch in der Regel mit einem Zehn-
Wege-Ventil, das zuséatzliche Vorteile mit sich gtifd2].

Eine LC x LC-Anlage besteht aus zwei einzelnen HPRytemen, die miteinander Uber
einen Modulator (z.B. Zehn-Wege-Ventil) verbundends Im ersten Schritt erfolgt die

Trennung der Probe auf der ersten Dimension. Dedulédor erlaubt die Fraktionierung des
Eluats der ersten Dimension und die gleichzeitigiektion der Fraktionen in die zweite
Dimension. Das Eluat der ersten Dimension wird dasvechselnd in einer der beiden
Schleifen des Modulators gesammelt bzw. daraugiénji Eine typische Systemanordnung

und die Funktionsweise sind in Abbildung 7 gezeigt.

1. Pumpe 1. Pumpe
A Y B Y
Injektor Injektor
Y Y
2. Pumpe 1. Dimension 2. Pumpe || 1. Dimension

2. Schleife 2. Schleife

1. Schleife 1. Schleife
2. Dimension Abfall 2. Dimension Abfall

Y Y
Detektor Detektor

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines on-lineC x LC-Systems. Die erste und zweite Dimension
sind Uber ein Zehn-Wege-Ventil verbundenlin der Position A erreicht das Eluat der ersten Dinension
Uber das Ventil die erste Schleife. Nach dem Schatt des Ventils in Position B wird das gesammelte @zt
mit Hilfe der zweiten Pumpe in die zweite Dimensioniberfiihrt und dort einer erneuter Trennung
unterzogen. Gleichzeitig wird das Eluat der ersterDimension in der zweiten Schleife gesammelt. Nach
erneutem Schalten in die Position A wird das gesameite Eluat aus der zweiten Schleife in die zweite
Dimension Uberfihrt und der Prozess beginnt von vare.

Die Modulation kann mit unterschiedlichen Ventilend Ventilkombinationen durchgefihrt
werden [43]. Das Wesentliche einer Modulation msimer gleich: die Fraktionierung des
Eluats, kurze Lagerung und die Injektion der Probédie zweite Dimension. Wahrend der
Lagerung der Fraktionen in den Schleifen kommt as Rickmischung innerhalb der

Fraktion und bei der anschliel3enden Injektion wiielgesamte Fraktion auf die zweite Saule
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Komprehensive zweidimensionale HPLC

als homogene Probe aufgegeben. Somit reduzieMddilation die Trennleistung der ersten
Dimension. Aus diesem Grund ist streng genommenL@iex LC keine komprehensive
Methode wie es im Abschnitt 2.1.2 unter Punkt 3ydatellt ist. Bei der DC x DC handelt es
sich dagegen um eine komprehensive Methode ohrseliféinkungen, denn die in der ersten
Dimension erhaltene Trennung bleibt unverandetiebes.

Der Verlust der Trennleistung bei der Riuckmischwddprend der Fraktionierung des Eluats
aus der ersten Dimension und der Injektion in dieife kann quantifiziert werden und wird
als Verbreiterungsfaktor des Peaks durch die Mddula<s*> beschrieben [44].
Grundsétzlich lasst sich sagen, dass eine kirzarer®lzeit die Verbreiterung reduziert [45,
46]. Der Verbreiterungsfaktor lasst sich nach Dastisal. [47] und Gu et. al. [48] wie folgt

P, R, )
<g”>= |1+ 021(1—“") oder< g’ >= \/1+ 335(1—MJ
o W .

Gleichungen 12 und 13

berechnen

wobei R, die Dauer der Sammelphase ist. So lasst sich dedrsiterungsfaktor, ausgehend
von der Standardabweichunty oder der Peakbasisbreitev, der ersten Dimension,
berechnen. Die Peakbasisbréitg (W, = 40 beschreibt 95,5 % des Peaks) darf dabei nicht
mit der tatsachlichen Peakbreite verwechselt werDégse ist grof3er und wird in der Regel
mit 66 (99,7 %) angenommen [45].

Die Verringerung der Peakkapazitat durch die Mailmakann mit dem Nobuofaktorgn
beschrieben werden. Der Nobuofaktor entspricht #ehrwert des Verbreiterungsfaktors.
Durch die Multiplikation der Peakkapazitat der ensDimension mit dem Nobuofaktor wird
die reduzierte bzw. tatsachliche Peakkapazitdedsen Dimension erhalten [47]. Bei einem
Sammelzyklus mit der Dauer von einer Standardabbweig des gaul3formigen Peaks betragt
der Verbreiterungsfaktor 10 % und der Nobuofaktar 0,94 [49]. Wenn jedoch die
Sammelzeit zwei Standardabweichungen betragt, koes#u einer Peakverbreiterung von
30 [50] bis 36 % [47]. Dadurch sinkt der Nobuofakeuf 0,80. In Abbildung 8 ist die
Abhangigkeit des Nobuofaktors von der Modulatiomigke Py / 1o gezeigt [44].

In der Regel wird eine Sammelzeit von bis zu zevangestrebt. Dies entspricht drei bis vier
Fraktionen pro Peak der ersten Dimension (Abbild@nddieses Vorgehen ist bei der on-line
LC x LC ein Kompromiss zwischen Modulationszeit umhalysenzeit der zweiten

Dimension.
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Abhéangigkeit des Nobuofaktors von der Dauer der Sam  melzeit

1,2 1
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Dauer der Sammelzeitin P y/o

Abbildung 8: Graphische Darstellung der Abhangigkei des Nobuofaktorsng von der Modulationsperiode
Pu/’e [44], berechnet nach [48]

7 N
Y Y Y

20 20 20

Abbildung 9: Fraktionierung des GaulRRpeaks mit der Modulation von 26. Es kdnnen so drei bis vier
Fraktionen gebildet werden. A: Fraktion in Peakphag ¢ = 0. Peak wird in drei Fraktionen unterteilt. B:

Fraktion in der Peakphaseg = 0,5. Peak wird in vier Fraktionen unterteilt. Die Phase des Peakg) kann
die Werte von 0 bis 1 annehmen [50].

Bei der on-line LC x LC entspricht die Sammelzest draktionen der Analysenzeit in der
zweiten Dimension. Eine Verkirzung der Sammelzesteutet eine Verklirzung der
Analysenzeit in der zweiten Dimension. Grundsétzliassen sich mit einer langeren
Analysenzeit héhere Trennleistungen erzielen [&lbh dennoch eine hohe Trennleistung in
der zweiten Dimension in der kurzen Sammelzeitealigsieren, kdbnnen zwei gleiche Saulen
in der zweiten Dimension engesetzt werden, um o Alalysenzeit in der zweiten

Dimension zu verdoppeln [52 - 54]. Trotzdem muss Aihalyse in der zweiten Dimension

madglichst kurz sein. Eine Beschleunigung der Elukann durch Erhéhen der Flussrate der
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mobilen Phase erreicht werden. Dadurch werden latdeere Anforderungen an die Séaulen
bzw. das Saulenmaterial und an das HPLC-Systenelgeddiese Problematik wird in
Abschnitt 4.1.1 genauer dargestellt.

Um die Reproduzierbarkeit einer on-line LC x LC-Ketle zu beurteilen, muss noch ein
anderer Aspekt, namlich die Vollstandigkeit der Kia@nen bei der Fraktionierung,
bertcksichtigt werden [47, 50]. Wenn das Volumers deluats das Volumen der
Probeschleifen Ubersteigt, geht ein Teil der Probdoren. Der gleiche Effekt ist zu
beobachten, wenn die Modulation nur mit einer Stihldurchgefihrt wird [38, 55]. In
diesem Zusammenhang ist es auch wichtig, die Pfgsaer Fraktionierung zu betrachten
(Abbildung 9). Die Phase beschreibt, zu welchempzekt im Verhaltnis zum Peak die
Fraktionierung beginnt. Wenn die Sammelzeit einekBeeite (6) betragt, kann der Peak in
extremen Fallen entweder vollstandig in einer Romktoder zu gleichen Teilen in zwei
Fraktionen aufgeteilt sein. Im zweiten Fall wirder dPeak im Vergleich zum ersten Fall,
doppelt so breit sein. Werden die Fraktionen nigbtistindig Ubertragen, wird der
Analytverlust bei der Fraktionierung deshalb nightgleichbar. Daher ist es unverzichtbar,
die Sammelzeit der Fraktionen zu optimieren. Desh &b vier Modulationen pro Peak, also
bei zwei Standardabweichungerv)2wird die Ubertragung gleichmaRig und die Phase d
Modulation spielt beim Verlust der Analyten duralk &raktionierung keine Rolle mehr [45].
Das Probevolumen und die Elutionskraft der Proh#igsmuss ebenfalls bertcksichtigt
werden. Die gesamte Fraktion der ersten Dimensiath iw die zweite Dimension Ubertragen.
Mit Erh6hung des Fraktionsvolumens und somit aueh ldjektionsvolumens in der zweiten
Dimension sinkt die Trennleistung in der zweitemmBnsion [56]. Hat der eingesetzte Eluent
in der ersten Dimension eine starke Elutionskraftder zweiten Dimension, kann es zu
weiteren Einbu3en der Effektivitdt der Trennung koen. Dies macht grundsatzlich die
Kopplung von NP mit RP problematisch. Indem diekEomen sehr klein gehalten werden,
kann die Kopplung von NP x RP dennoch realisiertder [43, 57, 58]. Eine andere
Moglichkeit ist die Entfernung des organischen lagmmittels aus dem Eluat, indem das
Eluat im Vakuum eingedampft wird [59, 60]. Daduktdmmt es zusatzlich zur Reduzierung
des Fraktionsvolumens und somit zur Fokussierungeinzweiten Dimension. Eine andere
Mdglichkeit die Modulation mit Fokussierung durchitoren, ist die Anreicherung und die
thermische Mobilisierung der Analyten an Graphit][6

Die zweidimensionale Darstellung erfolgt, indem @@sdimensionale Chromatogramm in
gleiche Zeitabschnitte, entsprechend der Modulasen, unterteilt wird und diese dann

nebeneinander angeordnet werden (Abbildung 10 ARi¢ Intensitat der Peaks kann
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entweder durch unterschiedlich grof3e Flachen dekE2] (Abbildung 10 C) oder durch
farblichen Abstufungen (Abbildung 10 D) dargestelérden [63]. Werden die Peaks, die zu
einem Analyten gehéren, zusammengefasst, sprichtvora Spots (Abbildung 10 D).
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1. Dimension 1. Dimension

Abbildung 10: Erstellung eines zweidimensionalen Qlmmatogramms: A: Eindimensionale Darstellung
des zweidimensionalen Chromatogramms; B: Zuschnittles Chromatogramms in gleiche Abschnitte; C:
Vereinfachte Darstellung eines zweidimensionalen @bmatogramms; D: Spotdarstellung eines
zweidimensionalen Chromatogramms; Rot: SystempealSchwarz Analyt a, Blau: Analyt b.

2.1.3.1 Orthogonalitat

Die verschiedenen Retentionsmechanismen in deareustd zweiten Dimension beeinflussen
die Trennleistung einer zweidimensionalen Methodesaheidend. Je unterschiedlicher die
beiden Trennmechanismen sind, desto besser wird Tdennleistung. Bei vdlliger
Unabhangigkeit der Retentionsmechanismen spricint woa einer orthogonalen Trennung.
Diese wird jedoch nur in Ausnahmeféllen erreicl][6n der Praxis besteht immer eine mehr
oder weniger stark ausgepragte Korrelation der rRietessmechanismen, sodass eine Grol3e
eingeflhrt werden muss, die den Grad der Unabhkegider Trennmechanismen beschreibt.
Diese Gro6Re wird Orthogonalitat (O) genannt [65].

Die nicht vollkommen unabhangigen Trennmechanismdreiden Dimensionen fuhren dazu,
dass nicht das gesamte Leistungsvermdgen des Syatesgenutzt wird [66]. Die Anordnung
der Analyten in einem zweidimensionalen Chromatogna folgt in diesem Fall einer
Geraden. Die Korrelation kann direkt oder umgekasleih (Abbildung 11) [67]. Bei einer
direkten Korrelation handelt es sich im Extremfath zwei identische Trennmechanismen
wie z.B. RP18 x RP18, die mit dem gleichen Eluerietrieben werden. Eine umgekehrte
Korrelation besteht, wenn zwei unterschiedlichefafanren eingesetzt werden, bei denen die
Trennung aufgrund der gleichen Eigenschaft desyaiglenschaft erreicht werden soll. Als
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Orthogonalitat

Beispiel kann hier die Kopplung von NP mit RP gemtawerden. Die polaren Analyten
eluieren langsam auf der Normalphase und schnelleuUmkehrphase. Umgekehrt verhalt

es sich mit den unpolaren Substanzen. Die Retedgomunpolaren Komponenten auf RP ist

hoch und auf NP gering. Beide Trennmechanismenrmiglsk oder weniger abhangig von der
Polaritat des Analyten [67].

log k (D1) log k(D1)

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Abhangigit der Trennung der ersten und der zweiten
Dimension als Logarithmus der Retentionsfaktoren @g k). Links: Vollkommene Ubereinstimmung der
Trennmechanismen. Rechts: Umgekehrte vollkommene @peinstimmung der Trennmechanismen [67].

Beide Falle sind unerwiinscht, da dadurch die Verteiveidimensionaler Chromatographie
minimiert werden. Die Trennmechanismen einer Phes@len jedoch nicht nur durch ihre
Polaritat, sondern auch durch Silanophilie odereamgolare Wechselwirkungen (wie z.B.
n-n-Wechselwirkungen) beschrieben [68]. So kann eewigse Orthogonalit&tuch mit zwei
RP18-Phasen [69] oder auch mit Kopplung von NPRRi{70 - 73] erreicht werden.

Die theoretische Vorhersage der Orthogonalitateiile Saulenkombination ist schwierig.
Eine mogliche Beschreibung der Orthogonalitat wuvda Slonecker et. al. gezeigt [74].
Anhand der Retention von bis zu 46 Standardanalyteziner eindimensionalen Trennung
konnte die Entropie der Verteilung vorhergesagt dear Die Ubertragung solcher
Vorhersagen auf reale Analysen ist jedoch nur egrendglich, da die Zusammensetzung
der zu analysierenden Probe einen wesentlichetuEméauf die Orthogonalitat und somit der
Peakkapazitdt hat [75]. Daher sollte die Orthogtitaleines Systems mit der zu
analysierenden Probe bestimmt werden. Diese Praibilerwird in den Kapiteln 4.1.1.1 und

4.2.1 nadher beschrieben.

2.1.4 Recycling Chromatographie

Unter Recycling-HPLC versteht man ein Verfahren, dem das Eluat nach Verlassen der
Saule wieder auf dieselbe Saule gegeben wird Hischeidend dabei ist, dass die Analyten

die Saule mehrmals passieren. So wird die Treroskstrbei gleich bleibendem Gegendruck
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effektiv verlangert. Auf diesem Weg kann eine bmlielange Saule simuliert werden [77].
Die Lange der S&ule ist proportional zu der BodehZ@8], somit kann - zu mindest
theoretisch - eine beliebig gute Trennung erzieltden [79].

Es gibt mehrere Mdoglichkeiten Recycling-HPLC zu réiéten. Die bekanntesten
Recyclingsysteme sind CLR (engtlosed-loop recycling chromatography80] und AP
(engl. alternate pumping recycling chromatograph$1]. Auch die mit Recyclingmethoden
verwandte SMB (engl. simulated moving-bed chromatplyy) [82] wird haufig eingesetzt.
Die schematischen Darstellungen von CLR und AP sinbbildung 12 gezeigt. Bei beiden
Methoden wird eine Verbesserung der Trennung direindem die Analyten die gleiche
Saule bzw. die gleichen Saulen mehrfach passielf=n.bestehen jedoch wesentliche
Unterschiede im Aufbau der Systeme.

Eine typische CLR-HPLC-Anlage ist in Abbildung 12 dargestellt. Recycling-HPLC-
Anlagen mit diesem Aufbau werden haufig bei deparativen HPLC in Verbindung mit der
GroRRenausschlusschromatographie eingesetzt [80Reginn befinden sich beide Ventile in
der Position 1-2 (nicht gezeigt). Nach der Injekterden beide Ventile in Position 6-1
gestellt (Abbildung 12 A). In dieser Phase wird @&went durch die Pumpe beférdert und
passiert die Trennsaule und den Detektor. Nach zleeiten Ventil erreicht das Eluat Gber
das T-Stiick den Eingang der Pumpe. Da die Pumpgldainen Fluss am Eingang wie am
Ausgang benotigt, dringt kein frischer Eluent insd8ystem. Nachdem die gewlnschte
Trennung erzielt wurde, wird Ventil 2 in Positior21gestellt. Die getrennten Substanzen
konnen so fraktioniert werden.

Der grol3e Nachteil dieses Systems ist die Pealeitghung wahrend des Pumpvorgangs
[83], sowie eine mdgliche Kontamination der Pumpé den Analyten. Bedingt durch den
hohen Fluss in der preparativen HPLC und dem deeniundenen positiven Verhaltnis von
Fluss zu Totvolumen der Pumpe kann die entsteheRdakverbreiterung jedoch
vernachlassigt werden. Der Einsatz in der analyisdHPLC ist dagegen problematisch. Die
herkdémmlichen HPLC-Pumpen haben ein Totvolumen 1@® pL oder mehr. Im Vergleich
zu einem Fluss von 800 pL/min bei einer Standatds@dD 4,6mm x 250 mm) fallt dieses
Verhéltnis deutlich schlechter aus [84].

Eine Alternative bietet diealternate-pumping recycling chromatograph{AP) [80].
Grundlegende Bestandteile dieser Methode sind eichssWege-Ventil, zwei identische
Saulen und zwei Detektoren (Abbildung 12 B). WemmAhalyten die erste Saule verlassen,
gelangen sie Uber das Ventil in die zweite Saukchidem die Analyten sich in der zweiten

Saule befinden, erfolgt die Schaltung des Ventils.
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Injektor Saule Detektor Abfall
A 1
6 2
Ventil 1 Ventil 2
Pumpe
Eluent T
Vorrat
Saule a Detektor a
B
Eluent Pumpe Injektor L '\ Abfall
Vorrat
Saule b Detektor b

Abbildung 12: A: closed-loop recycling chromatograjhy. B: alternate pumping recycling chromatography

Jetzt wird das Eluat aus der zweiten Séaule zuriicklie Erste befordert. Diese Prozess
wiederholt sich bis die gewtinschte Trennung ertdith Um die rechtzeitige Schaltung zu
ermoglichen, wird nach jeder Saule ein Detektoreanglossen [85]. Bei diesem System wird
auf das Durchschleusen der Analyten durch die Puwgpeichtet und es entsteht keine
zusatzliche Peakverbreiterung. Aber auch diesete®ylsat einige Nachteile. Es werden zwei
Saulen und zwei Detektoren bendttigt [83]. Bei eiehaltung mit einem Acht- oder Zehn-
Wege-Ventil reicht auch ein Detektor aus [84, 8B&s Hauptproblem besteht aber in der
durch die Schaltung entstehenden Druckschwankunglein Saulen. Zudem wird ein
druckstabiler Detektor benétigt, da sich diesersetven den Saulen befindet und so ca. die
Halfte des Gesamtgegendrucks des Systems erfédhrt [8

Beide Systeme haben Vor- und Nachteile. Um die eimkischen diesen beiden Systemen
zu schlie3en, wurde eine neue Methode entwickitw8d in Abschnitt 4.5 vorgestellt.
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Matcha-Tee

2.2 Probenbeschreibung

Die Wahl der zur untersuchenden Proben fiel aufch{Tee Radix Angelicae sinensigin
pflanzliches Heilmittel aus der Traditionellen Césmschen Medizin (TCM), und Wein.

2.2.1 Matcha-Tee

Matcha ist ein aus Japan stammender Pulver@améllia sinensi)s welcher nur auf
besonderen Schattenplantagen angebaut wird. Nackrdee wird Matcha wie griner Tee
verarbeitet und anschlie@end mit Hilfe von Grasitshihlen vermahlen. Die
durchschnittliche PulvergroRe betragt 540 [87]. Traditionell wird Matcha-Tee zubereitet,
indem ca. 1 g Pulver in eine Matcha Schale gegelmehmit ca. 80 ml heiRem Wasser
(80 °C) aufgegossen wird. Da der Matcha-Tee im \Wassifgeschlammt wird, wird er
vollstandig getrunken und alle Inhaltsstoffe gelamg den Korper [88].

Zusatzlich wird in dieser Arbeit auch Sencha-Te&ersucht. Sencha bedeutet gedampfter
Tee und ist der beliebteste griine Tee Japans. dédieendeten Teeblatter stammen ebenfalls
vom TeestrauctCamellia sinensisDer Tee besteht aus losen Blattern, welche miieme
Wasser (70 °C) aufgegossen werden. Getrunken vwertéi nur der wassrige Extrakt [89].

Die vorherrschende Stoffklasse im Tee sind die ptayole. Sie liegen frei oder glykosidisch
gebunden vor [90]. Die Komplexitat der Probe istatiudie Vielfalt der Polyphenole, aber
auch durch die Position und Art der gebundenen &ugkgeben. Dem Tee, insbesondere den
darin enthaltenen Catechinen, wird eine Vielzahkugeheitsfordernder Eigenschaften
zugeschrieben [89, 91]. Die Catechine sind in degeRgut wasserldslich und geben dem Tee
den spezifischen Geschmack [92, 93]. Ein wassitgdrakt bietet somit ein interessantes
Untersuchungsobjekt [33, 94] und erlaubt bei gengrobenvorbereitung einen einfachen
Zugang zu einer komplexen Probe.

Die Identifizierung und die Analyse der Catechimel @benso von Koffein wurde bereits mit
der mizellaren elektrokinetischen Chromatographéschrieben [88, 95, 96]. Eine gute
Trennung der Inhaltstoffe von Tee konnte auch rait dPLC gezeigt werden [97, 98]. Es
wurden bis zu 96 phenolische Verbindungen idemtifiz Lin et al. haben jedoch dargeleqt,
dass bei komplexen Proben selbst eine sehr gut@inmensionale chromatographische
Trennung nicht ausreichend ist [99]. Deutliche ¥oet einer zweidimensionalen
Trenntechnik konnten bereits bei der Untersuchwrgee mit DC x DC [100] und mit off-
line LC x LC [33] gezeigt werden.
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2.2.2 Radix Angelicae sinensis

Radix Angelicae sinensjsin China als Danggui bekannt, ist in der Tradiélen
Chinesischen Medizin (TCM) eine weit verbreitetelpfeanze. Die Wurzeln dieser Pflanze
werden zur Behandlung von Anamie, Verstopfung, Haeslauf-Erkrankung, Leberfibrose
und einer Vielzahl von gynékologischen Erkrankungemgesetzt [101]. Zu den
wahrscheinlich pharmakologisch wirksamen Substanden Radix Angelicae sinensis
gehoren: Ferulasdure, Senkyunolid H, Senkyunolidndl Z-Ligustilid [102, 103]. Des
Weiteren ist eine Reihe von Stoffen wie VanillinsguCarvacrol und Guaiacol enthalten, die
ebenfalls pharmakologisch wirksam sein sollen [104]

Die Zusammensetzung der Inhaltstoffe kann sichaghrSpezies [105, 106] oder Herkunft
der Pflanzen unterscheiden [104]. Die Vielzahl demponenten und die Zugeharigkeit der
Stoffe zu den unterschiedlichen Stoffklassen madiet Analyse von solchen Proben
schwierig. Auch mit einer guten eindimensionaleralee konnen nur einige der Inhaltstoffe
identifiziert werden [104]. Bei solch komplexen Bem konnte bereits der grol3e Vorteil der
LC x LC gezeigt werden [107, 108].

RadixAngelicae sinensist im Vergleich zum Tee als komplexer anzusebksnwerden noch
mehr Stoffklassen erwartet [101], deshalb kannlaistungsfahigkeit der komprehensiven

zweidimensionalen Trenntechniken an solchen Prbbeeonders gut gezeigt werden.

2.2.3 Weil3wein

Wein gehort zu den ersten alkoholischen Getrankemar Menschheitsgeschichte. Die
frihesten nachgewiesenen Weinspuren sind tber Jabfe alt [109 - 111]. Wein ist ein
Getrank, das durch vollstandige oder teilweise fadkische Garung von frischen,
eingemaischten Weintrauben oder von Traubenmogebtsilt wird [112].

Die Herstellung von WeilRwein beginnt mit der Pregsder Trauben. Der entstandene Most
enthalt den Saft des Fruchtfleisches und die ebertm Stoffe aus den Schalen der
Trauben [113]. Im weiteren Prozess erfolgt die @gruund damit die Umwandlung der
Inhaltstoffe durch die Hefe. Bei der anschlielené=ifung des Weines kommt es zur
Bildung weiterer Stoffe, die die Beschaffenheit d&®ines weiter definieren. All diese
Schritte haben Einfluss auf die Eigenschaften deség [112].

Phenole und phenolische Sauren sind in der Pflavelenveit verbreitet [114 - 116]. Dem
Traubensaft geben die phenolischen Komponentemsgheifische Farbung und tragen zum

Aroma bei. In der Regel liegen im Saft die phemblen Sauren glycosidisch gebunden vor.
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Durch die Fermentation werden diese Komponentagdsetzt, sodass diese ebenfalls eine
Veranderung der Beschaffenheit des Weines bewirkere freien und veresterten
phenolischen Sauren verleihen dem Wein Bitterlagiten adstringierenden Geschmack und
Aroma [117]. Der Gehalt der Sauren im Wein kanrr sédrk in der Zusammensetzung und in
der Konzentration schwanken [114]. Neben den plsien Verbindungen besitzt Wein
eine Fille an weiteren Komponenten, die bereitd/iost enthalten waren oder wéhrend des
Herstellungsprozesses entstanden sind [118, 119k Aiesem Grund wird fur die
Untersuchung von Wein eine Analysemethode bendtigt,eine hohe Trennleistung bietet
[117, 120].
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3 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Es soll eine on-line-LC x LC zur Analyse von Teévwaokelt werden. Im ersten Schritt sollen
die einzelnen Parameter des Systems auf ihre Epggeprift und wenn noétig optimiert
werden. AnschlieBend soll eine Bewertung der Emmséaglichkeit der komprehensiven
zweidimensionalen Flissigchromatographie zur catalgn und quantitativen Analyse
vorgenommen werden. Des Weiteren soll mit der aptiten Methode eine semiquantitative
Beurteilung von Catechinen aus zwei unterschiedhchees erfolgen.

Die wichtigsten Merkmale einer LC x LC-Methode sinée erzielte Orthogonalitat und
Peakkapazitat. In dieser Arbeit soll eine Methoddwekelt werden, die auch bei
komplexeren Peakverteilungen, eine geeignete Beumtedieser Merkmale ermoglicht.

Bei der Ausarbeitung eines LC x LC-Verfahrens zumakkse vonRadix Angelicae sinensis
soll diese Methode eingesetzt werden, um das begtthé Verfahren zu identifizieren. Es
soll auch ein Bezug zwischen erreichter Orthogtéialider Messung und der
Trenneigenschaften der Saulen hergestellt werdén.dfese Untersuchungen dieRadix
Angelicae sinensibeispielhaft fur eine komplexe Matrix verwendet.n®osteht nicht die
Identifizierung der Stoffe im Vordergrund, sondedie Analysenmethode und in diesem
Zusammenhang deren Beurteilung und Optimierung.

In der Gegenuberstellung der on-line- und off-li@x LC sollen die Vor- und Nachteile der
beiden Methoden gezeigt werden. Dabei werden ca&kpazitat, Orthogonalitat, Verbrauch
der Losungsmittel, die Analysenzeit und die Quatigr MS-Spektren verglichen.

Zur Analyse von Weil3wein soll eine komprehensivesiimensionale Methode entwickelt
werden, die sowohl Anionen (wie z.B. die Salze g@éenolischen Sauren) als auch
ungeladene polare Analyten (z.B. glycosidisch geleue Phenole und Polyphenole) erfasst.
Schliel3lich soll eine weitere Technik der Recyatimgpmatographie entwickelt und
vorgestellt werden. Hierbei sollen die Elemente dd<C x LC-Systems zur
Enantiomertrennung verwendet werden. Die Merkmaéset Methode sollen mit schon

bestehenden Techniken verglichen werden.

27
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Aufbau eines on-line komprehensiven zweidimensi  onalen
HPLC-Systems

Im Folgenden werden die unterschiedlichen AspekterelLC x LC-Methodenentwicklung

am Beispiel der Analyse von grinem Tee gezeigt.

4.1.1 Anforderungen an das Trennsystem

Ein LC x LC-System besteht aus zwei HPLC-Systemdi® miteinander Uber einen

Modulator verbunden sind (siehe Kapitel 2.1.3). iBgd durch den hohen Fluss in der
zweiten Dimension muss das System bereits ab dewhulsiior den Anforderungen eines

UHPLC-Systems gentigen. Das verwendete UHPLC-SyE&&imadzu Prominence 20 xr) in

der zweiten Dimension verfugte tGber drei Pumpes btk zu einem Gegendruck von 660 bar
betrieben werden konnten. Auch das verwendete Xébge-Ventil konnte bei einem Druck

von bis zu 660 bar eingesetzt werden.

In beiden Dimensionen wurde Gradient verwendet. deéstehen in der HPLC zwei

Moglichkeiten den Gradienten herzustellen: Mit eindiederdruck- oder einem Hochdruck-

Gradientensystem. Bei Niederdruckgradientsystemd wder Gradient vor der Pumpe

gemischt, weshalb nur eine Pumpe bendétigt wird. Def3e Vorteil des Niederdruck-

Gradientensystems ist die gute Durchmischung desnEn, auch bei geringem Fluss.
Dagegen ist die Ansprechzeit von der Mischeinh&taum Eingang der Saule sehr hoch
[121]. Bei dem Hochdruck-Gradientensystem ist egekwhrt. Erst bei einem relativ hohen
Fluss ist die Durchmischung ausreichend, wahreedAdisprechzeit kurz ist [78]. Deshalb

wurden in dieser Arbeit die gute Durchmischung @ezdienten in der ersten Dimension bei
geringem Fluss durch die Verwendung eines Niedekd@radientensystems (Alliance 2690
Separations Module) sichergestellt. Die schnellespkachzeit in der zweiten Dimension
wurde durch die Verwendung eines Hochdruck-Gradmeystems (Shimadzu Prominence
20 xr) erreicht.

Wie die Hardware muss auch die Software den besendenspriichen der LC x LC gerecht
werden. Die Besonderheit spiegelt sich sowohl inr d&euer- als auch in der

Auswertesoftware wider. Die Steuerung des Gradrerder ersten Dimension wurde

unabhangig von der zweiten Dimension und zeitglegdstartet. Die Steuerung des
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Modulators und des Gradienten in der zweiten Dinoensollte exakt zeitlich aufeinander
angepasst werden. Die zusatzliche Herausforderigmgy dabei in der Wiederholung des
gleichen Prozesses in regelmaligen Abstdnden. dsediArbeit wurde eine modifizierte
Version der LC-Solution-Software verwendet. Dieslaubt die Steuerung des Zehn-Wege-

Ventils und die Mischung des Gradienten.

4.1.1.1 Saulendimensionen und Saulenmaterial

In der on-line LC x LC erfolgt die Trennung der Aytan auf zwei unterschiedlichen Saulen.
Die Saulen sollten mdglichst verschiedene Seldkten aufweisen. Unterschiedliche
Trennmechanismen fihren zu einem gewissen Grad Qddrogonalitat der LC x LC-
Messung. Es muss auch beriicksichtigt werden, dasArdilyse in der zweiten Dimension
nur so lang wie der Sammelzyklus der Fraktion seliem. Die Peaks der ersten Dimension
sollten im besten Fall in drei bis vier Fraktionahquotiert werden. Aul3erdem ist das
Volumen der Fraktion moglichst klein zu halten [1223]. Aus diesen Grinden ergeben sich
verschiedene Anforderungen an die Trennungen in 8eiden Dimensionen. Die
Entwicklung einer LC x LC-Applikation beginnt mied Optimierung der zweiten Dimension
[45]. Erst wenn die Analysenzeit in der zweiten Bmmion feststeht, kann mit der
Optimierung der ersten Dimension begonnen werdergeétrebt ist dabei eine moglichst

kurze Analysenzeit in der zweiten Dimension mit é@ohrennleistung.

a) Die zweite Dimension

Der Einsatz von Umkehrphasen in beiden Dimensioden LC x LC ist ein géngiges
Verfahren zur Erstellung von zweidimensionalen Asah. Der Hauptvorteil dieser Methode,
im Gegensatz zu Kopplung von NP mit RP, ist die Katibilitdt der Eluenten in beiden
Dimensionen. Bis auf wenige Ausnahmen wird in degé in der zweiten Dimension eine
RP18-Saule verwendet [43]. Der Grund dafir istwlete Verbreitung und hohe Effizienz
dieser Saulen. Neben der Phasenwahl spielen adehneaAspekten wie die Lange und Breite

einer Saule in der zweiten Dimension eine Rolle:

1. Die Bodenzahl einer Saule steigt mit der Wudzezl Sdulenlédnge an. Aus diesem Grund

ist die Verwendung langerer Saulen sinnvoll [36].
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2. Die Analysenzeit in der zweiten Dimension mos$glichst kurz sein. Das verhindert
den Einsatz von langen S&ulen. Bei der Verwendwng Gradienten in der zweiten
Dimension muss zusatzlich die Reequilibrierungsbeitiicksichtigt werden, die die
Analysenzeit zusatzlich verlangert.

3. Das Fraktionsvolumen hat einen direkten Eisflasf die Trennleistung der Saule [123].
Bei hohem Fraktions-/Injektionsvolumen dringt dielbe tiefer in die Saule ein, ohne
eine Trennung zu erfahren [124]. Breitere Saulemkd diesen Effekt minimieren, da
die Probe auf eine grol3ere Flache verteilt und Alilnahmekapazitat so gesteigert
wird [125].

4. Die Reduzierung des Saulendurchmessers vorm#p6auf 3,0 mm verringert den
Eluentverbrauch um Faktor 2,4 oder erlaubt die Diifrung der Analyse bei gleichem
Fluss in nur 42 % der urspringlichen Zeit. Beiddele sind erwinscht. Der
Losungsmittelverbrauch ist ein Kostenfaktor und hauaus 6kologischer Sicht
bedeutend. Zudem kommt es durch die Verwendungs gjeengeren Flusses zu einer
geringeren  Verdinnung der Probe im  Eluenten, was  zginer
Empfindlichkeitssteigerung fuhrt. Die meisten logeellen von Massenspektrometern
arbeiten am besten bei relativ geringem Fluss @®%2mL/min), sodass bei hohen
Flissen in der zweiten Dimension ein Split erfoliderist. Je geringer der Fluss, desto
geringer ist der notige Split und desto mehr Sulzseareicht den Detektor.

Aus diesen Grunden wurden in dieser Arbeit Saulgrunterschiedlichen Durchmessern und
Langen eingesetzt und verglichen. Neben der Vanater Saulendimensionen sollte auch die
Beschaffenheit des Phasenmaterials betrachtet weikdeine Partikel (< 2um) sind fur
schnelle Analysen gut geeignet, bauen aber eineegr Gegendruck auf und verstopfen
leicht. Wie schon im Abschnitt 2.1.1 beschriebee/len Partikel mit einem nichtporésen
Kern eine Alternative dar. In dieser Arbeit wurd8aulen mit solchem Material von zwei
unterschiedlichen Herstellern verwendet: Halo-Phasm Advanced Materials Technology
und die KineteX-Phasen von PhenomeffexZusatzlich wurde eine monolithische Saule,
Monolith® von Merck eingesetzt.

Die Analysenparameter waren fur alle untersuchtiane® gleich. Jede Saule wurde bei zwei
unterschiedlichen Flussen (2,25 und 3,00 mL/min)d uzwei unterschiedlichen
Gradientenzeiten (1 und 2 min) getestet. Als Testiming wurden 25 pL einer wassrigen

Lésung von je 10 mg/L Uracil (als Totzeitmarker)duKoffein (als Analyt)eingesetzt. Die
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Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Die véfidige Tabelle befindet sich im Anhang
Tabelle 17.

Tabelle 1: Vergleich der Saulen fir die zweite Dimasion anhand von Koffein

RP 18 Dimen- Gradient- Fluss Retention Breite w Boden- Peak- Druck-
Saule sionen dauer Uracil Koffein  Koffein Koffein zahl kapazitat abfall
[mm] [min]  [mL/min] (tg) [min] (tg) [mMin] (t,) [min] [min] N n [bar]
Kinetex.  3x30 1 2,25 1,107 1,625 0,518 0,021 3377 28 300
Kinetex® 3x30 1 3,00 1,086 1,545 0,459 0,021 2651 28 425
Kinetex"  3x30 2 225 1106 1780 0,674 0,025 4034 47 300
Kinetex® 3x30 2 3,00 1,081 1,665 0,584 0,030 2103 39 425
Kinetex®  3x50 1 2,25 1,151 1,825 0,674 0,027 3458 22 530
Kinetex® 4,6x30 1 2,25 1,192 1,905 0,713 0,030 3135 20 160
Kinetex® 4,6x30 2 2,25 1,196 2,237 1,041 0,040 3759 29 160
Halo® 4,6x50 1 2,25 1,253 2,053 0,800 0,028 4531 21 260
Halo®  4,6x50 1 3 1,196 1,981 0,785 0,030 3800 20 350
Monolith® 4,6x50 1 2,25 1,409 2,276 0,867 0,034 3609 17 75
Monolith® 4,6x50 1 3,00 1,312 2,101 0,789 0,035 2820 17 100
Monolith® 4,6x50 2 2,25 1,409 2,682 1,273 0,046 4250 26 75
Monolith® 4,6x50 2 3,00 1,307 2,467 1,160 0,047 3381 25 100

Bei allen Saulen ist zu beobachten, dass die Englies Flusses von 2,25 mL/min auf
3 mL/min die Bodenzahl verringert. Die VariationsdElusses hat jedoch kaum bis keine
Auswirkung auf die Peakkapazitat. Die Verdoppeldeg Analysenzeit von 1 auf 2 Minuten
fuhrt erwartungsgeman zu einer Erh6hung der Bodéeizaind Peakkapazitaten.

Der Vergleich zweier Saulen mit gleichen Durchmesaber unterschiedlicher Lange
(Kinetex® 3 mm x 30 mm mit Kineték3 mm x 50 mm) zeigt eine hdhere Bodenzahl bei der
langeren Saule. Jedoch fuhrt die Analyse auf dgn&fen Saule zu héheren Peakkapazitaten.
Der Grund dafir ist die starkere Peakverbreiteranger langeren Séaule. Der gleiche Effekt
kann auch beim Vergleich der Kinefex,6 mm x 30 mm mit der Halo 4,6 mm x 50 mm
beobachtet werden. Zwar ist die Bodenzahl fur daokbaule deutlich hoher, das hat aber
kaum einen Einfluss auf die Peakkapazitat.

Der Vergleich mit gleichen Saulenlangen jedoch nsat@edlichen Durchmessern zeigt, dass
bei einer Injektion von 25 pL die Saulen mit schenatn Durchmesser hohere
Peakkapazitaten liefern.
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Zusatzlich zu den fused-core Saulen wurde auch mioeolithische Saule getestet. Diese
Saule zeigt im Vergleich zu gleichdimensioniertealddSaule geringere Bodenzahlen und
Peakkapazitaten. Der grof3e Vorteil monolithischaualéh ist der geringere Druckabfall.
Werden die Saulen untereinander verglichen, liefdié kleinste Saule die beste
Peakkapazitat. Ein weiterer Vorteil der schmaleve kirzeren Séaulen ist das geringere
Saulenvolumen, sodass bei Einsatz eines GradidrgdRegenerationszeit kirzer ist.

Die in diesem Versuchsaufbau erzielten Peakkaparmitkonnen nicht direkt auf eine
zweidimensionale Messung Ubertragen werden. Erstemden in den Analysenzeiten die
Regenerationszeit und die Reequilibrierung nichitiddesichtigt. Zweitens wurde in diesem
Vorversuch eine wassrige Probe injiziert. Bei eih€x LC-Analyse enthélt das Eluat der
ersten Dimension in der Regel héhere organischeilentAus diesem Grund verringert sich
die erzielbare Peakkapazitat [124]. So kann dieimdetung der zweiten Dimension nicht
vollkommen unabhangig von der ersten Dimensioniddgn werden. Erst mit dem Wissen
der Zusammensetzung des Eluats der ersten Dimekaiondas hdchst zuldssige Volumen
der Fraktionen abgeschatzt werden. Je hoher demisher Anteil im Eluent der ersten
Dimension und das Fraktionsvolumen ist, desto gréfess der Durchmesser der zweiten

Dimension gewahlt werden.

b) Die erste Dimension

Bei der ersten Dimension ist es ebenfalls wichtig, LA&nge und die Breite der Saule zu
betrachten. Die Peaks der ersten Dimension safitdrei bis vier Fraktionen unterteilt und in
die zweite Dimension injiziert werden. Das kann nerreicht werden, wenn die
Analysenzeiten in der zweiten Dimension sehr kurzl wie Peakbreiten in der ersten
Dimension ausreichend grof3 sind. Breite Peaks umidhgeitig kleine Fraktionsvolumina
kénnen nur realisiert werden, wenn der Fluss vgdamt wird. Dadurch wird das Optimum
der Van-Deemter-Kurve verlassen, was in einer adgh Steigerung der Bodenhohe
resultiert. Um trotzdem eine ausreichende Trentiegsin der ersten Dimension zu erhalten,
wird oft mit langen Saulen gearbeitet. Der Durchseesler Saulen in der ersten Dimension
sollte so klein wie mdglich gewahlt werden, um d#aaktionsvolumen zu reduzieren. Hier
setzt das Totvolumen des LC x LC-System eine Grenze

Die bestmdglichen Resultate in der LC x LC werdear rerzielt, wenn die beiden
Trennmechanismen mdoglichst unterschiedlich sind.bede einer Vielzahl mdoglicher

Kopplungsmdglichkeiten nimmt die Kopplung von zvémkehrphasen eine wichtige Rolle
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ein [43]. Die geforderten Unterschiede in den Selaékiten konnen erreicht werden, wenn die
Phase modifiziert wird und/oder die Zusammensetzieg) Eluenten verandert wird [126].
Um die Peakverbreiterung bei Injektion in die zweldimension zu reduzieren, ist es von
Vorteil, den Eluent der ersten Dimension so zu esihldass seine Elutionskraft auf der
zweiten Dimension maglichst gering ist [124].

Das Retentionsverhalten der ungeladenen, unpoladsr mittelpolaren Analyten auf
modifizierten Umkehrphasen wie Cyano-, Amino- odeilphasen ist in der Regel
schwacher als auf einer RP18-Phase. Diese Tatbagimstigt den Einsatz solcher Phasen in
der ersten und einer RP18-Phase in der zweiten mivie.

Die Charakterisierung der Selektivitdt der Umkelag#n kann auf unterschiedliche Weise
erfolgen [127 - 130]. In dieser Arbeit wird der Neliest angewendet [68]. Dieser Test
basiert auf der Analyse von sieben Analyten. Dabed Uracil als Totzeitmarker verwendet.
Naphthalin und Acenaphthen werden als Marker fiér liydrophoben Wechselwirkungen,
Propranolol und Amitriptylin als basische Komporant und Butylparaben und
Dipropylphthalat als Marker fir die polare Selekéiv eingesetzt [68]. Durch die
Bestimmung der Retentionsfaktoren fir jeden eirerelAnalyten mit einer genau definierten
Methode koénnen die unterschiedlichen Wechselwirknngler Analyten mit der Saule
beschrieben werden. Da Saulen mit unterschiedlithachmessern getestet wurden, wurde
der Fluss der mobilen Phase zu der jeweiligen Ssmlangepasst, dass der relative Fluss
(cm/min) konstant gehalten wurde. Die verwendetethiddden sind im Anhang beschrieben.
Untersucht wurde eine Pentafluorphenolphase (KifeteFP von Phenomen®x zwei
Cyanophasen (CN Phase von Machery Nagel und%.uoa Phenomené&} und eine RP18
Phase (Kineték RP18 von Phenomen®x Die KineteX RP18 Saule ist fur die zweite
Dimension vorgesehen. Die drei anderen Saulen komateerste Dimension in Frage. Auf
diesem Weg sollen mogliche Unterschiede in den rRetessmechanismen identifiziert
werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sificdibelle 2 zusammengefasst. Anhand der
berechneten Werte kdnnen die Eigenschaften deeSauin beurteilt werden.
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Dieser Test unterscheidet vier Wechselwirkungen:

0
1. Hydrophobe Wechselwirkungen Elk/t
v beschreibt die reinen unpolaren N o)
H

Wechselwirkungen der Analyten mit der stationaren
Phase [68].

Uracil

V= In(kNaphthaIin) + 3068_ ln(kAcenaphtha) + 3068 Naphtha”n
124 13t .
2. Silanolische Wechselwirkungén OO

S beschreibt die Wechselwirkungen von Analyten Acenaphthen

(@]
Saule [68].

DO
)+19748 )\

mit den Silanolgruppen des Tragermaterials der /\[OH

S = (K mitipryin )~ 0,7124* In(k

Acenaphthe H3C CH3
Propranolol
3. Phenolische Wechselwirkungen (|:H3
N
P beschreibt die Wechselwirkungen der | CH,
Phenolgruppen der Analyten mit der stationaren
Phase [68]. 0.0
P= ln(kButyIparalEn)_ 0’8962* In(kDipropyIphhalat) Amltnpty“n
o)
4. Erweiterte polare Selektivitit o
E beschreibt die polaren Wechselwirkungen, die mit
. : HO H,C
P oder S nicht beschrieben werden kénnen [68]. 3
Butylparaben
CHs HsC
E= In(kPropranoIol)_ 0’6815* In(kAmitriptyIin ) [ j
o) o)
o) o)
Dipropylphthalat

Abbildung 13: Standards des
Neue-Tests
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Tabelle 2: Bestimmung der Séauleneigenschaften natteue [68].

1. Dimension 2. Dimension
N Kinetex" Machery
Saule PFP Luna® CN Nagel CN  Kinetex’ RP18
Uracil
Naphthalen 2,17 0,31 0,46 3,05
Acenaphthen 4,73 0,41 0,61 6,89
k Propranolol 6,74 3,85 1,03 1,09
Amitriptylin 14,13 3,77 1,63 10,96
Butylparaben 1,24 0,05 0,21 1,61
Dipropylphthalat 2,64 0,14 0,37 3,12
Charakterisierung des Saulenmaterials nach Nele [68
Hydrophobe Wechselw. Y 0,031 0,015 0,019 0.034
Silanolische Wechselw. S 3,52 3,94 2,81 2,99
Phenolische Wechselw. P -0,65 -1,27 -0,64 -0,54
Erweiterte polare Selektivitat E 0,10 0,44 -0,31 -1,55

Der grof3te Unterschied zwischen den Retentionsméthan der RP18-Séule und der
Cyanophasen liegt in den hydrophoben WechselwirknnDie erweiterte polare Selektivitat
der RP18 unterscheidet sich deutlich von allen sarndgetesteten Phasen. Eine ubersichtliche

Darstellung der Ergebnisse ist in Abbildung 14 ggize

Silanolisc he Erweiterte Phenolische Hydrophobe
Wechselw. polare Wechselw. Wechselw

4 14— — 004 +—— @ Kinetex RP18
__‘_ 4 o 44— |

3 ——'— +—* T -—8— @ Kinetex PFP
EE. - 0 ]l @& . — 0034—r—

24— 1 05— +—— @ LunaCN
+— — —0— T B Mach N |

1 4 1 4 4 0,02 4 : @ Macherey Nage
————————— -_-— 1 0 - -1 CN

o ' .

0 — — _f T Dokumentierte
4 24 4 — 0,014H—m— Werte

[ e 1,5 A—— -

Abbildung 14: Graphische Darstellung der Parameterdes Neue-Testes fiir folgende Saulen: Kinet®x
RP18, KineteXt-PFP, Luna® CN-Phase (alle von Phenomen& CN-Phase (Machery-Nagel). Gezeigt sind
ebenfalls die dokumentierten Werte fur die jeweili@ Wechselwirkungen [68].

Erwartungsgemal’ zeigt die Phase mit RP18 Belegankeshydrophobe Wechselwirkungen.
Die PFP-Phase verfugt im Gegensatz zu den beidel@@¥den ebenfalls Uber ausgepragte
hydrophobe Wechselwirkungen. Bei den silanoliscigchselwirkungen kann kein Trend
ausgemacht werden. Je nach Grad der Abschirmun&itierolgruppen des Grundgeristes
kann dieser Wert von Hersteller zu Hersteller sctkea. Dies ist unabhangig von der
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Modifikation an der Oberflache. Die Unterschiede den erweiterten polaren Selektivitaten
sind deutlich zu erkennen. Bei der RP18 sind desesehr schwach ausgepragt, wahrend die
CN- und PFP-Phasen deutlich starkere Wechselwikingeigen. Die phenolischen
Wechselwirkungen sind bei allen Saulen nur schvaagdygepragt. Uberraschend ist der sehr
kleine Wert fir die Luna CN-Phase. Dieser Wert tlidgutlich tiefer als die von Neue
dokumentierten Werten. Hierfur konnte keine Erkidygefunden werden.

Die gezeigten Wechselwirkungen der Analyten mit dehmsenmaterial beschreiben die
Retentionsmechanismen der jeweiligen Phase. Augnjefinalyten wirken die einzelnen
Trennmechanismen unterschiedlich stark. Aus dieSeamd kann die Gesamtselektivitat der
einzelnen Phasen abgeschéatzt werden. Die beste Rinaie erste Dimension ware demnach
die Phase, mit dem grof3ten Unterschied in der Beiledk zu der zweiten Dimension. Die
Retentionsmechanismen, die in der zweiten Dimen&#18) besonders schwach ausgepragt
sind, sind in der ersten Dimension von besondergardsse und umgekehila es aber vier
verschieden Parameter zur beachten gibt, kann &llgemeingultige Aussage, welche
Saulenkombination die Bestmogliche ist, nicht gemagerden. Enthalt die zu untersuchende
Probe Analyten die sowohl auf phenolische als aah hydrophobe Wechselwirkungen
ansprechen, ware die Saulenkombination aus Lunau@®l RP-18 sinnvoll. Alle drei
Kopplungsmdoglichkeiten versprechen eine gute Tragnwon Analyten, die sowohl
hydrophobe und polare Wechselwirkungen mit den e3éalisbilden. Je nach Fragestellung
kann die eine oder die andere SaulenkombinatiopebefResultate liefern. So muss die Probe
als maldgeblicher Einflussfaktor bei der Auswahl &sulenkombination bertcksichtigt

werden.

4.1.2 Anforderungen an den Detektor

Die Detektion in der LC x LC erfolgt nach der Tremg in der zweiten Dimension. Bedingt
durch den hohen Fluss in der zweiten Dimension ded schmalen Peaks ergeben sich

besondere Anforderungen an den Detektor.

4.1.2.1 UV/Vis — Detektor

Die schmalen Peaks kdnnen nur ausreichend gutlésfgend dargestellt werden, wenn die
Aufnahmerate des Detektors ausreichend hoch ist. Aagaben zur Anzahl benétige

Datenpunkte pro Peak, um diesen vollstéandig dagltest reichen von 7 bis 20 Punkte [131 -
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133]. Allgemein wird angenommen, dass 10 PunkteRwak ausreichen. Ist die Anzahl der
Datenpunkte geringer, kommt es zu einer ungenauarst&®lung der Peaks und zur
PeakverbreiterungMit dem verwendeten Detektor ist es mdglich die 8teg bei 40 Hz
durchzufiihren. Somit kdnnen Peaks mit Peakbreitm ®,25 Sekunden ausreichen gut
aufgelost werden. Die Analysen haben gezeigt, déssminimalen Peakbreiten ungefahr
1,0 Sekunde betragen.

Das Volumen der Detektorzelle im eingesetzten @ydtetragt 10 pL. Dieses Zellvolumen
wird bei einem Fluss von 2,25 mL/min in 0,27 Selkemdurchlaufen. Somit betragt der Wert
maximal ein Viertel der Peakbreite und tragt samit geringfligig zur Peakverbreiterung bei.
Aus diesen Grunden ist die Verwendung dieses Datekulassig.

Neben dem geringen Beitrag zur PeakverbreiterundiesDruckstabilitdt des Detektors von
Interesse. Bei den vorgestellten Methoden wird daoh DAD ein MS-Detektor
angeschlossen. Die dafur bendtigte Splittung dessels erzeugt einen Gegendruck. Die
Druckstabilitat des verwendeten Detektors wurde bil0 bar angegeben und ist damit
ausreichend. Somit erfullt der verwendete Detekt®@himadzu SPD 20M, alle

Voraussetzungen und kann in der LC x LC eingesetrtien.

4.1.2.2 Massenspektrometer

Die im Abschnitt 4.1.1.1 gezeigte Peakkapazitanhistmit hohen Flissen von 3,00 bzw. 2,25
mL pro Minute in der zweiten Dimension mdglich. Fimen UV-Detektor stellen solch hohe
Flisse kein grol3es Problem dar. In Abbildung 1®iis¢ eindimensionale Analyse vBadix
Angelica sinensisauf der S&ule der zweiten Dimension mit optimiertdedingungen
dargestellt. Als Detektor wurde hier ein DAD einges. Die einzelnen Peakbreiten betrugen
ca. 0,04 Minuten, was etwa 2,4 Sekunden entsprigbinit ist fir diese eindimensionale
Methode eine Peakkapazitat von ca. 25 errecht.

Eine massenspektrometrische Detektion bei einerasFhon 3,00 mL/min ist jedoch nicht
ohne weiteres madglichBei Einsatz der Elektrospray-lonisation (ESI) is#r dFluss auf
maximal 0,2 mL/min zu begrenzen. Somit ist ein tSgés Flusses unumganglich. Hierfur

wurde ein T-Stlck mit zwei Kapillaren verwendetrBagestellte Split betrug 1 zu 20.
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AU
[Extract-27 7nm;4nm (1.00)
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Abbildung 15: Eindimensionale Messung der zweiten ihension. Probe:Radix Angelicae sinensis; HALO
RP18-Phase 4,6 x 30. Gradient: eine Minute; Flus8: mL/min; Detektor: UV bei 277 nm. Die Analyse

beginnt nach der zweiten Minute.

Bei der Detektion mit dem MS trat ein unerwarteBr®blem auf. Die Peakbreiten der
einzelnen Peaks betrugen etwa 6 Sekunden. Dastbeddass sich die Peakbreite zwischen
DAD und MS mehr als verdoppelt hatte und als Faligeon wurde die Peakkapazitat
halbiert. Die wahrscheinlichste Erklarung fur dieaRverbreiterung nach der Saule ist das
Vorhandensein eines Totvolumens. Eine geringfu§fgeoreiterung der Peaks wurde durch
das T-Stuck oder der Verbindung zum MS erwartet.d6ich gravierender Unterschied kann
so jedoch nicht erklart werden. Da der Split albl&e&uelle ausgeschlossen werden konnte,
blieb die MS-Quelle als einzig mdgliche Ursacherei Bjenauerer Untersuchung der
Verbindung zwischen der Stahlkapillare der ESI-@uehd der HPLC-Kapillare konnte die
Ursache fur die Peakverbreiterung identifiziert der und ist in Abbildung 16 dargestellt.

Um die Stahlkapillare mit dem System zu verbindsimgd diese mit einem Teflonschlauch
ummantelt. Da der Teflonschlauch 0,7 mm zu kurz masktzlich nicht genau geschnitten
war, entstand ein Totvolumen von ca. 1,7 pL. Bekéemlichen HPLC-Analysen mit
Peakbreiten von mehr als 30 Sekunden hat diesaséol keinen merklichen Einfluss. Im
dargestellten Fall sind die Peaks nur 0,04 Mindtent. Das bedeutet, dass sich der Analyt
nach dem Split in nur ca. 6 pL Eluent befindet. Mashaltnis zwischen diesem Volumen
und dem Totvolumen betrdgt nur noch ca. 3,5. Dieldst zu der beobachteten

Peakverbreiterung.
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g i

2 1,6mm

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Verbindag der Stahlkapillare der ESI-Quelle mit der
HPLC-Kapillare. a: Stahlkapillare, b: Teflonummantelung, c: PEEK-Anschlisse, d: Kupplung aus
PEEK, e: Ferrul, f: PEEK-Kapillare von der HPLC. Di e rot markierte Flache stellt das Totvolumen dar.

Nach der Korrektur der Ummantelung der Stahlkag@ll&onnte dieses Problem beseitigt
werden. In der Abbildung 17 sind die Chromatogramme und nach dieser Optimierung
gezeigt. Als Beispiel wurde ein Peak mifz= 169 ausgewahlt. Vor der Optimierung betragt
die Peakbreite 0,1 Minuten, nach der Optimieru®® @nin. Als positiver Nebeneffekt konnte
so auch die Intensitdt um mehr als 50 % gestevgenden.

RD_20110218_RP18_ANG4 TOF MS ES+
10 281 55 169.041

403
A 2.79
B3

0

T
2.00 210 2.20 2.30 240 2.50 2.60 270 2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50

RD_20110222_RP18_ANG1 TOF MS ES+
10 2.82 169.046

638
B

LIS

O T T 1 T
2.00 210 220 2.30 2.40 2.50 2.60 270 2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50

Abbildung 17: Eindimensionale Messung der zweiten imension. HALO RP18 4,6 mm x 30 mm.

Gradientdauer: eine Minute; Injektion nach 2 min; Fluss: 3 mL/min; Detektor: ESI Positiv TOF-MS. A:
EIC m/z= 169 vor der Optimierung, B EIC m/z= 169 nach der Optimierung.

4.1.3 Analyse von Matcha-Tee mittels komprehensiver zweidimensionaler
HPLC

Dem Tee und somit auch dessen Inhaltsstoffen wemddnreiche gesundheitsfordernde

Eigenschaften zugeschrieben [134]. Schon friih wuedkannt, dass die Catechine
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malfidgeblich fur diese Eigenschaften verantwortliod §89, 135]. Neben den Catechinen sind
eine ganze Reihe von anderen Stoffgruppen im Teéwken [136 - 138]. So stand Tee schon
mehrmals im Mittelpunkt diverser wissenschaftlichebeiten [91, 139 - 141]. In den letzten
Jahren wurde auch versucht mit zweidimensionaleanritechniken die Zusammensetzung
von Tee besser zu beschreiben [142]. So haben $inglh 1999 eine DC x DC-Methode zur
Analyse von Tee vorgestellt. Es konnten sechs Gateand bis zu 12 weitere Inhaltsstoffe
getrennt und nach Derivatisierung mit diazotiert@uifanilamid detektiert werden [143f
Jahre spéater haben Kalili und Villiers eine offdihC x LC-Analyse eines Acetonextraktes
von Tee durchgefuhrt [33]. In der ersten Dimensiamrde eine HILIC und in der zweiten
Dimension eine RP18-S&aule verwendet. Das Eluat evurdch der ersten Dimension
aufgefangen und 4 % von jeder Fraktion wurden olegere Aufbereitung auf die zweite
Dimension injiziert. Mit dieser Technik konnte eideutlich gré3ere Zahl an Komponenten
getrennt werden. Dank der Kopplung mit ESI-MS wardbeer 50 Inhaltsstoffe identifiziert.
Wahrend bei off-line LC x LC einzelne Fraktionensgemelt und bis zur Analyse in der
zweiten Dimension aufbewahrt werden mussen, weidgeinder on-line LC x LC die
Fraktionen zeitgleich analysiert. Bei der hier vendeten Methode wird eine Cyanophase in
der ersten und eine RP18-Phase in der zweiten Bimenerwendet [144].

Wie in Kapitel 4.1.1.1 beschrieben, beginnt dienBfeg eines komprehensiven Systems mit
der Optimierung der zweiten Dimension. In diesenh\warde in der zweiten Dimension eine
HALO C18-Saule (4.6 mm x 30 mm, 2um) eingesetzt. In den Vorversuchen (hier nicht
gezeigt) wurde der Fluss auf 3,00 mL/min und eirmMationszeit von 2,00 min festgelegt.
Bei der Optimierung wurden die Gradientenzeit iskle der Regenerationszeit, der
Gegendruck, die Trennleistung und das Fraktionswelubericksichtigt.

Bei diesem Fluss dauert die Regeneration und baeitung der Saule 0,55 min, sodass die
effektiv nutzbare Zeit bei einer Modulationszeitnvewei Minuten 1,45 min und bei einer
Minute nur 0,45 min betragt. Dies war das aussgfdbgnde Argument fir die Verwendung
des langeren Gradienten.

Die Shimadzu Prominence Anlage wurde als HPLC-®ysfér die zweite Dimension
verwendet. Dieses System kann bei max. 660 barr@egek betrieben werden, sodass die
Séule auch mit hoherem Fluss betrieben werden &omrér Fluss wurde jedoch wegen der
folgenden massenspektrometrischen Detektion au® 3l/min begrenzt. Da bei den
Teekomponenten eher polare Substanzen vermutet emurdetragt die maximale

Methanolkonzentration des Gradientes 60 %.
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Die Identifizierung der Analyten erfolgte anschiked mittels MS im ESI negativ Modus. Fir
die optimale Elektrospray-lonisation wurde dem @Gatkn tber die gesamte Analysendauer

(Tabelle 3) der zweiten Dimension 40 % einer 1 %igeneisensaure zugefugt [145].

Tabelle 3: Gradient in der zweiten Dimension fur dé Analyse von Matcha-Tee. Modulationsdauer: 2min,
Fluss 3,00 mL/min

Pumpe A Pumpe B Pumpe C
Zeit Wasser Methanol 1 % Ameisensaure
[min] [%0] [%0] [%0]
0,03 55 5 40
1,25 10 50 40
1,35 0 60 40
1,45 0 60 40
1,50 20 40 40
1,80 55 5 40
2,01 55 5 40

Fur die zweite Dimension wurde ein Injektionsvolumeon 100 pL gewahlt. Damit die
Schleife in zwei Minuten gefillt werden kann, mudsr Fluss in der ersten Dimension
50 pL/min betragen.

In der ersten Dimension wurde eine Cyanopl{&sentoSIL 100-5-CN 2 3.0 mm x 190 mm,
5 um, Bischoff, Leonberg (D)) verwendet. Bei einemdslun der ersten Dimension von nur
0,050 mL/min wurde nur ein minimaler Gegendruckeagt. Aus diesem Grund konnte eine
konventionelle HPLC-Anlage eingesetzt werden. ABLE-System fiur die erste Dimension
diente das Waters Separationsmodul 2690 mit einededruck-Gradientensystem.

Ein Chromatogramm der LC x LC-Analyse des MatchasTeeigt Abbildung 18. In diesem
Chromatogramm sind auf dem blauen Untergrund wtiegdlich gefarbte Spots zu erkennen.
Die Spots stehen fur eine oder mehrere detekti@dbstanzen. Die Querstreifen im
Chromatogramm stammen von Spots, die in allen Catognammen der zweiten Dimension
mit gleicher Retentionszeit auftauchen und somitstesybedingt sind. Bei den
durchnummerierten Spots handelt es sich um dikiiletien Inhaltsstoffe des Tees.

Einige Inhaltstoffe (Tabelle 4) konnten anhand Bgizisionsmassen, MS-MS Experimenten
und/oder Retentionsverhalten in Vergleich zur later identifiziert werden [144]. Bei diesen
Komponenten handelt es sich um Substanzen, die een i hoheren Konzentrationen

vorkommen und somit bereits bekannt waren.
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2. D RP18-Phase [sec]
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Abbildung 18: LCxLC Chromatogramm von Matcha-Tee. Es wurde eine Cyanophase in der ersten und
eine RP-18-Phase in der zweiten Dimension verwendé&etektione ESI(-)-TOFMS

Aus dem Chromatogramm in Abbildung 18 ist zu erkenndass Tee eine Vielzahl von
Komponenten enthalt. Erst eine leistungsstarke rimathode, wie die LC x LC, zeigt die
Komplexitat der Zusammensetzung des Tees wieder.

Tabelle 4: Ubersicht der identifizierten Inhaltstoffe im Matcha-Tee [144].

LC x LC-MS (ESI negativ) Quellen

Substanz Exakte
N ppm | MS-MS Fragmente

Chinasauregalloylester [2] 343,0696 | -2,1 191; 169 [98]
(-) Gallocatechin [16] 305,0656 | -1,7 | 261; 221; 219; 179 [97]
(-)-Epigallocatechin [25] 305,0664 | 0,9 | 261;221; 219; 179 [97]
Chinasaurecumaroylester [29] 337,0850 | -4,0 173 [98, 99]
(+)-Catechin [33] 289,0716 | 1,3 245; 205 [146]
(-)-Epicatechin [42] 289,0723 | 3,8 245; 205 [146]
(-)-Epigallocatechin-3-gallat [55] 457,0762 | -1,9 331; 305; 169 [146, 147]
(-)-Epicatechin-3-gallat [74] 441,0830 § 1,9 169; 289; 331 [97, 146]
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4.1.3.1 Vergleich von Matcha- und Sencha-Tee

Neben der rein qualitativen Analyse kann die komensive zweidimensionale
Chromatographie auch zu quantitativen Zwecken agigé werden. Hier soll ein
semiquantitativer Vergleich zwischen Matcha- unch¢Pa-Tee gezeigt werdein beiden
Fallen handelt es sich um unfermentierte Te€anfellia sinensis) Neben geringen
Abweichungen in dem Anbau besteht der wesentlichéerdchied zwischen den beiden
Teesorten in der Art der Zubereitung und der Daunbig (vergleiche Abschnitt 2.1.1.)
Sencha-Tee ist ein loser Blattertee, der nur weMgriten mit heilem Wasser extrahiert
wird. Es wird nur der wassrige Extrakt (Tee) gekem Dagegen ist Matcha-Tee ein Pulver,
das mit Wasser (oder einer anderen FlussigkeipesuBert wird. Die gesamte Suspension
wird getrunken. Aus diesem Grund wird erwartet,sddi® Aufnahme von Inhaltsstoffen aus
dem Matcha-Tee hoher ist als bei Sencha-Tee.

Die bisherigen Vergleiche von Matcha- und SenchesTen der Literatur zeigten ein
widerspruchliches Bild. Bei gleichen Extraktionsimggingen (Acetonitril/Wasser 1/1) [148]
oder nur Wasser [88] werden im Sencha-Tee hoherazdédurationen an Catechinen
nachgewiesen. Extrahiert man dagegen mit 100 % anelrsteigt die Konzentration von (-)-
Epigallocatechin-3-gallat und (-)-Epicatechin-3tgalin Matcha-Tee deutlich, wéahrend die
des (+)-Catechins sinkt [88]. Eine Ubersicht defuBde ist in der Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Bestimmung des Catechinsgehaltes in Sé@e und Matcha-Tee

Gehalt im Verhaltnis
: MeOH Extr. Matcha | H,O Extr. Matcha ACN/H,0 1/1 Matcha

Catechine

/ H,O Extr. Sencha |/ H,0 Extr. Sencha |/ ACN/H,O 1/1 Sencha

[88] [88] [148]
(-) Gallocatechin
(-)-Epigallocatechin 2,03 0,12 0,42
(+)-Catechin 0,13 Nicht bestimmbar
(-)-Epicatechin 9,09 0,55 0,41
-)-Epigallocatechin-3-
()-Epig 137 0,76 0,75
gallat
(-)-Epicatechin-3-gallat 128 2,5 0,88

In dieser Arbeit werden zwei unterschiedliche Bxticmsverfahren angewendet und so die

Unterschiede in der Zubereitung der Tees simuli&@e&ncha-Tee wird gemalR einer
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Vergleich von Matcha- und Sencha-Tee

Teezubereitungsvorschrift zwei Minuten lang mit T heilRem Wasser extrahiert. Matcha-
Tee wurde dagegen 15 Stunden mit 10 %iger Meth@allg bei Raumtemperatur extrahiert.
Es wurde bewusst auf die Extraktion der Probe m&ra hoheren Methanolanteil verzichtet.
Ein hoher Anteil an Methanol in der Injektionsloguwerschlechtert die chromatographische
Trennung aufgrund der starken Eluationskraft deb®ibsung. Alternativ kbnnte Methanol
durch Destillation entfernt werden. In dieser Atbgurde jedoch versucht, die temperatur-
und lichtempfindlichen Catechine maoglichst schonemd extrahieren. Die genaue
Probenvorbereitung wird im experimentellen Teil diegeben. Die Proben wurden so

hergestellt, dass die Menge an Tee pro Volumerglglgehalten wurde.

TOF MS ES-

. Matcha-Tee EIC m/z = 289 11303

Area

35

0- A ﬂ i 3 2

9s00 | ggo0 | 10000 40200 10400 10edo | 1oedd 11000 1200 114400

)

TOF WS Fs.
100- & 288

Sencha-Tee EIC m/z = 289

Area

13

N 1 ﬂ 4 2 0o 0
ag.00 98.00 100.00 102.00 104.00 10600 108.00 110.00 112.00 11400
TOF MS ES-
TIC
m”i 4414
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- J'L,\M‘
0 T T T T T T T T
ag.00 98.00 100.00 102.00 104 o0 DE oo 1DE 0o 1D ao 2 oo 4DD
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Abbildung 19: Ausschnitt der Chromatogramme zweierlL.C x LC-(ESI)-MS-Analysen vom Matcha- und

Sencha-Tee. In den oberen Chromaogrammen ist der El m/z = 289 (M —H) von (-)-Epicatechin
dargestellt.

Der Konzentrationsvergleich wurde am Beispiel vaths Catechinen durchgefihrt. Als
Parameter wurden die Peakflachen der sechs Substarezglichen. Da der Peak aus der
ersten Dimension mehrfach moduliert wird, ist diese einem eindimensionalen
Chromatogramm mehrfach anzutreffen. In Abbildung 18 ein Ausschnitt der
eindimensionalen Ansicht der beiden Chromatogramdargestellt. Verglichen wurden die

Peakflachen von (-)-Epicatechin (m/z = 289). Im B$C zu erkennen, dass die Peaks der
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ersten Dimension ein Tailing aufweisen und in maBrvier Fraktionen unterteilt sind. Auch
weichen die Retentionszeiten in der ersten Dimenise beiden Analysen leicht ab (ca. 2 %).
Die Retentionszeiten in der zweiten Dimension siagegen identisch.

Wie erwartet wurden bei Matcha-Tee hohere Konzéaotran als beim Sencha-Tee
beobachtet. Der Unterschied ist jedoch geringezadsst angenommen. Anders als bei Weiss
und Anderton [88] ist das Verhaltnis der Konzemtran bei den sechs untersuchten
Catechinen in beiden Proben eindeutig und einbkitiMatcha-Tee setzt bis zu 2,27 mal
mehr Catechine frei. Diese Ergebnisse sind in Tal&ldargestellt. Die Schwankungen im
Verhaltnis der Catechine untereinander kann meh@imde haben. Die unterschiedliche
Anbauweise und die Verwendung der verschiedenele Teis Tees kdnnen Auswirkungen
auf die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe habem.M@rmahlung des Tees erhéht zudem
dessen Oberflache. Die Inhaltstoffe des Matchawerelen somit starker der Oxidation durch
Luftsauerstoff ausgesetzt. Je nach Catechin kaesedAbbaureaktion unterschiedlich stark

ausfallen.

Tabelle 6: Vergleich der Catechine im Matcha- und &ncha-Tee

Summierte
S Peakflache Verhaltnis
Matcha- Sencha- Matcha/Sencha
Tee Tee

(-)-Gallocatechin [16] 295 130 2,2711
(-)-Epigallocatechin [25] 925 679 1,36/1
(+)-Catechin [33] 48 22 2,2/1

(-)-Epicatechin [42] 283 198 1,43/1
(-)-Epigallocatechin-3-gallate [55] 1181 1076 1,10/1
(-)-Epicatechin-3-gallate [74] 541 441 1,23/1

Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass diakion des Matcha-Tees mit der
verwendeten Methode vollstandig war. Um den walWeterschied zwischen dem Eintrag
der Catechine durch das Trinken der unterschieelicihiees zu untersuchen, sollte die
Konzentration der Catechine im Blut der Testpersam&ch dem Verzehr bestimmt werden.
Die Tendenz zeigt jedoch deutlich, dass durch denu&s von Matcha-Tee hohere Mengen
an Catechinen aufgenommen werden. Diese Erkensdiliie auf weitere Inhaltsstoffe des

Tees Ubertragbar sein.
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Berechnung der Peakverteilung

4.2 Bestimmung der Peakverteilung bei zweidimension alen
Analysen

Die Peakkapazitat ist ein Charakterisierungsmerkfiialdie Trennleistung der gewahlten
Methode. Genauer beschreibt die Peakkapazitat di¢ der Komponenten, die mit einer
chromatographischen Methode getrennt werden konnddie Qualitdt einer
zweidimensionalen Messung hangt von mehreren Faktab. Zum einen sind die
Peakkapazitaten der ersten und der zweiten Dimeesi@usschlaggebend. Zum anderen
spielt auch die Unabhangigkeit der Trennmechanisimdx@iden Dimensionen eine wichtige
Rolle. Ein weiterer Faktor, der auch betrachtetd@armuss, ist der Verlust der Trennleistung
durch die Kopplung der ersten und der zweiten Dsien

Um die Peakkapazitat in LC x LC zu berechnen, nmisie Peakkapazitaten der beiden
Dimensionen kombiniert werden. Um eine hohe Traasnlag fir eine komplexe Probe zu
erreichen, werden zwei mdglichst unterschiedliciist&ne bendtigt. Die Substanzen, die in
der ersten Dimension koeluieren, sollten in derimeDimension getrennt werden kdnnen.
Die Peakkapazititen der beiden Dimensionen wersémaund'n, bezeichnet. Die maximal
erreichbare Trennleistung ware demnach das Prodigtt beiden eindimensiomalen
Peakkapazitaten [149]:

2n :1nlln2

Gleichung 13

Die Gleichung ist nur giltig, solange die Trennunge beiden Dimensionen absolut
unabhangig voneinander und somit zufallig sind [B8)]. Dariber hinaus darf kein Verlust
der Trennung der ersten Dimension bei der Ubertrggin die zweite Dimension

auftreten [32]. Dies ist nur sehr selten der FEBI1]].

4.2.1 Berechnung der Orthogonalitat

Ein Mal3 fur die Orthogonalitdt des Systems kann demidimensionalen Chromatogramm
entnommen werden. Daflr wird auf der x-Achse dseeDimension und auf der y-Achse die
zweiten Dimension dargestellt. Auf den Achsen werde Peakkapazitdten aufgetragen. Je
zufalliger die Analyten im zweidimensionalen Chrdaoggamm verteilt sind, desto héher ist
die Orthogonalitat. Vollstandige Unabhangigkeit mvehromatographischer Systeme ist fast

ausgeschlossen, sodass sich die Spots in einemedifh Bereich des zweidimensionalen
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Chromatogramms befinden. Dieser Bereich kann eiigleton dem Raum ohne Spots
getrennt werden und wird als die effektive Flachg Bezeichnet. Dies fuhrt zur Bildung
diverser geometrischer Anordnungen der effektividehe im Chromatogramm.

Bei Analysen mit direkter Korrelation kommt es ot einer geometrischen Anordnungen die
als FAN (engl.fan) (Abbildung 20) bezeichnet wird [152]. Verteilumgédieser Art wurden
bereits bei DC x DC Analysen beobachtet. In Abhilgl21 ist die gleiche Analyse aus dem
Jahr 1963 wie in der Abbildung 6 [26] gezeigt. x DC zeigt die typische Verteilung
der Spots einer direkten Korrelation und entspritdtVerteilung FAN.

WEG FAN

zweite Dimension Peakkapazitat
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Abbildung 20: Auswahl der Verteilungen in der zweidmensionalen Chromatographie nach [152];
Erweitert um BOO

Eine ahnliche Verteilung ist auch bei der Koppludgr CN- und der RP18-Phase zur
Untersuchung des Tees zu beobachten (AbbildundJiB)bei solch einfachen Strukturen die
Orthogonalitéat der Messungen abzuschéatzen, werdesi Methoden in der Literatur
beschrieben. Zum einen ist es mdoglich als Mald deghoQonalitat den Winkelp zu
verwenden (Abbildung 22 [153]). Die vollstandigened weiter verbreitete Methode ist die

Berechnung nach Liu et. al. [66].
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Second dimension (15 cm)
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Abbildung 21: Zweidimensionale DC-Analyse von 23 Rionucleotiden [26]. Erweitert um die
geometrische Anordnung FAN
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Abbildung 22: Einfluss von nicht-orthogonalen Trenmmechanismen in einem zweidimensionalen
Chromatogramm mit direkter Korrelation. Gezeigt ist eine schematische zweidimensionale Darstellung
einer LC x LC-Analyse mit dem effektiven Winkel g [153]. Alle fur die Berechnung der effektiven Flabe
nach Liu et. al. [66] notwendigen Grol3en sind eingeichnet.
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Die Bestimmung der effektiven Flache erfolgt dath Gleichung 14:

A ='ny'n, = [(n,)* tana +(n,)* tany]

Gleichung 14

Die Methode nach Liu et. al. erlaubt eine direkistBnmung der effektiven Flache fur die
Anordnungen FAN und deren Sonderform WEG (wedge). ®mplexeren Anordnungen
wie PAR (Parallelogramm) oder der umgekehrten Hatiem BOO (Boomerang), die in
Abbildung 20 gezeigt ist, versagt diese MethodeBanechnung der effektiven Flache.

Die in dieser Arbeit entwickelte und in Journal ©hromatography A, [154] publizierte
Erweiterung der Methode verzichtet auf die direestimmung der Winkel. Die
Bestimmung vortan a undtan y erfolgt aus dem Betrachten der geometrischen Anorg

im zweidimensionalen Chromatogramm. Dafur wird diffektive Flache mit Linien
abgegrenzt. Hierdurch entstehen zwei rechtwinklizyeiecke. In einem rechtwinkligen
Dreieck ist der Tangens eines Winkels das Lang&é@ieis von Gegenkathete zu Ankathete

(Abbildung 22). Somit werdetan « undtany folgendermalf3en beschrieben.

1.0 1,47
n
tana = 1—n1 tany ==
n2
Gleichung 15 Gleichung 16

Durch Einsetzen voin’; und'n’; in die Gleichung nach Liu et al. kann diese vdesint

werden.
2A =lnln — 1[1n In' +n 1n,]
Aeff_ 12 E 2 'h ()

Gleichung 17
Die Werte fiir'n"; undn’, kénnen aus dem Chromatogramm leicht abgeleseneweBlese
Methode hat einen weiteren Vorteil: Das Ablesenridgigen Winkels erfordert eine exakte
Skalierung der zweiten Dimension im Verhaltnis musten Dimension. Wenn dies nicht
beachtet wird, kommt es zu einer Streckung odarchiang des Winkels, was zu fehlerhaften
Ergebnissen fuhrt. Die vorgestellte Methode istatannabhangig.
Die gezeigte Berechnung der effektiven Flachenjesioch nur bei der geometrischen
Anordnung WEG und FAN zutreffend. Bei komplexererul&uren, wie zum Beispiel fur ein
Parallelogramm (RAR), oder unregelmalligen Formesiésunzureichend [152Betrachtet

man den aufgespannten Raum nun als ein Vektoigdtet dies eine einfache Methode zur
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Berechnung der effektiven Flache. Der erste Scltas zweidimensionale Chromatogramm
als Vektorfeld zu definieren, wurden von Liu et.gdzeigt [66]. In Abbildung 23 ist ein
unregelmaniges Viereck als effektive Flache abdehiDieser zweidimensionale Raum kann

durch drei Vektoren beschrieben werden:

n n n
3= Zna 6: 2nb ¢ = 2..c
0 0 0

Laut Definition ist das Kreuzprodukt zweier Vektorein dritter Vektor der senkrecht auf der
von den beiden ersten Vektoren aufgespannten Fktele und mit ihnen ein Rechtssystem
bildet. Der Betrag des Vektors entspricht dem Féaamhalt des Parallelogramms, das von

den beiden Vektoren aufgespannt wird [155].

h

C (ﬂnc ;QHC)

b (b 20t

zweite Dimension Peakkapazitat

a(n*; *n?

I | | |
erste Dimension Peakkapazitét

Abbildung 23: Schematische Darstellung eines unrefiealligen Vierecks im zweidimensionalen Raum,
beschrieben durch die Vektorend , b und C .

Es kdnnen, wie in der Abbildung 23 gezeigt, zwdtiser Systeme gebildet werden.
1 P T 1 1
A\aff = E ADaraIIeIogam = E‘a X C| A\eff = E ADaraIIelogﬂm = E

& x 6|
Gleichungen 18

Die Summe der Halften beider Parallelogramme eitisppder gesamten effektiven Flache

des unregelmaRigen Vierecks.

50



Berechnung der Orthogonalitat

. Lol o 1L -
A = A T A :§|aXC|+E|C xb‘

Gleichung 19

Nach dem Auflésen des Kreuzproduktes nimmt die ebfolgende Form an.

L . . n? 'n L n n
A :—|é><é|+—|é><6‘:— n® |x| 2n°® |+=|| 2n® |x| 2n®
2 2 2 2
0 0
1 0 1 0
:E 0 +— 0

2
1na[—_2~]nc _2na|-]_.-hc 1nc [—_Z-lnb_zncl-]_:hb

N

(1naﬁn° _2naEth +%‘(1n°ﬁnb—2n° EhbX

:(1na_lnb )E]nc + (an _Zna)Ehc]

N

Gleichung 20

Unter der Beachtung der Rechte-Hand-Regel werdeaitiym Flachen erhalten [155]. Der

Ausdruck kann deshalb, wie im letzten Schritt ggzeivereinfacht werden. Diese

Vorgehensweise ist nicht mit mehr Aufwand verbundeetet aber auf eine einfache Art und
Weise die Moglichkeit, die Peakkapazitat verschiddlemiger effektiver Flachen zu

berechnen. Diese Methode ist auch auf Verteilungsenumit mehr als vier Ecken

anwendbar.

Mit der definierten effektiven Flache ist es nungiéh den Grad der Orthogonalitat zu
berechnen. Die Orthogonalitat wird als Quotient den effektiven Flache und der theoretisch
maoglichen Flache wie folgt berechnet [65]:

A

O=
1
Ngrg BNy

grd

Gleichung 21
Die Orthogonalitat ist eine einheitslose Grof3e kaoh Werte zwischen 0 und 1 annehmen.

Die effektive Flache wird aus den Peakkapazitaten etsten und der zweiten Dimension

berechnet, ist jedoch nicht mit der Peakkapazitét dweidimensionalen Methode
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gleichzusetzen. Hierfir mussen noch weitere FaRkiadee einen Einfluss auf die Trennung
haben, beriicksichtigt werden.

4.2.2 Berechnung der Peakkapazitat

Der Einfluss der Korrelationen der Tennmechanisraen die Trenneffizienz wurde in
Abschnitt 4.2.1 beschrieben. Die dort vorgesteiitethode zur Berechnung der effektiven
Flache gibt eine Moglichkeit den Grad der Orthoditétazu quantifizieren. Die effektive
Flache selbst ist bereits die Peakkapazitat fue eoll komprehensive zweidimensionale

Methode wie z. B. DC x DC. In diesem Fall wirde @ieichung 22 gelten:
n =Aq

Gleichung 22

Aufgrund der Modulation mussen jedoch noch andaikagdfen berticksichtigt werden.

4.2.2.1 Berechnungen der Peakkapazitat der ersten u  nd der zweiten
Dimension in einem zweidimensionalen Chromatogramm

Die Peakkapazitat der ersten Dimension sollte arsethdimensionalen Analyse bestimmt
werden. Ist dies nicht mdglich, da eine solche gs@hicht durchgefuhrt wurde, kann eine an
Murphy et. al. [45] angelehnte Methode angewendsten. Mit dieser Methode lassen sich
die Peakbreiten in der ersten Dimension aus ewerdimensionalen Analyse berechnen. Es
wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischenmsahAder Modulationen pro Peak der
ersten Dimension und der Standardabweichung vaedid’eak besteht.

Fur vier oder weniger Modulationen pro Peak hatStartpunkt der Fraktionierung des Peaks
starke Auswirkungen auf die Zahl der Modulationgiel{e Abschnitt 2.1.3).

Betrachtet man aber eine ausreichende Anzahl ats $paler zweidimensionalen Analyse,

kann die Peakbreite der Peaks in der ersten Dimensehr gut geschatzt werden. Der

mathematische Zusammenhang kann durch Gleichur®jand®24 angegeben werden.

10. - F])-M le - 410. - 4:IF-)M
214* —+ 080 214* W + 080
Gleichung 23 Gleichung 24
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M" entspricht dabei der mittleren Anzahl der Modiglaen pro Peak nach der ersten
Dimension. Je ofter der Peak der ersten Dimensiodutrert wurde, desto genauer ist der
durch diese Gleichung berechneter Wert. Die erhalteittlere Peakbreite kann in Gleichung
11 eingesetzt und die Peakkapazitat der erstenriioe berechnet werden.

Die Peakkapazitat der zweiten Dimension muss amszadeeidimensionalen Chromatogramm
bestimmt werden. Der Einfluss der Modulation unds d@jektionsvolumen auf die
anschlieBende Trennung in der zweiten Dimensieféflunmittelbar in die Peakkapazitat der
zweiten Dimension ein. Auf diesem Weg werden allerbveiterungsfaktoren mit

bertcksichtigt.

4.2.2.2 Berechnung der Peakkapazitat fur ein zweidi  mensionales
Chromatogramm

R,=1,0

Gleichung 22 muss fur die Berechnung

der Peakkapazitdt erweitert werden,

denn bei vollig komprehensiven

[ RN

B e

zweidimensionalen Trennungen steigt R,=0,8

Q(‘
A
Mﬂ&?"\

S

die Trennleistung zusatzlich wie in 2.D
Abbildung 24 gezeigt ist [45]. Die
Auflésung zweier benachbarter Peaks in

einem zweidimensionalen Raum wird

erhoht. Mathematisch kann dieser
Zusammenhang angelehnt an den Sa
des Pythagoras folgendermafien

beschrieben werden [45]:

Rigeg) = V RSl.D2 + RSZ.D2

Gleichung 25 1.D

Abbildung 24: Schematische Darstellung von der
Auflésung zweier Peaks in komprehensiven

Die gewonnene hohere Trennleistur zweidimensionalen Analyse, nach [45].

spiegelt sich natirlich auch in de

Steigerung der Peakkapazitat wider. Hierfir schiigmberg die Verwendung des Faktors
1,27 vor. Der Faktor entspricht dem Flachenunteesichwischen einem Quadrat und einem
Kreis [156].
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Berechnung der Peakkapazitat

Bei der LC x LC handelt es sich dagegen nur nalgsweise um eine komprehensive
zweidimensionale Methode, sodass dieser Effekteistachlassigbar gering ist.

Die Peakkapazitat wird durch die Peaksverbreitermnden Schleifen bei der Modulation
verringert. Die durch die Fraktionierung entstareldPeakverbreiterung kann aus dem
Verhéltnis der Fraktionierung zur Peakbreite in éiesten Dimension bestimmt werden und
wird durch den Nobuofaktor 162> beschrieben [123].

1 1 1
zn:Aaff*<0,k>:Aaff* Z:A\eff* >
J1+ oz{f“ﬂj 1+ 335('1%)
o @

Gleichung 26

Mit dieser Formel ist es nun mdglich die korrekieakkapazitat eines zweidimensionalen
Chromatogramms zu bestimmen. Diese beriicksichaigokl die Orthogonalitat der Methode
als auch den Verlust der Peakkapazitat durch digulédion.

4.2.3 Analyse von Radix Angelicae sinensis mit drei
unterschiedlichen Saulenkombinationen

Bei der Saulenwahl fur das LC x LC-System werdear hals Leistungsparametern die
Orthogonalitat und die Peakkapazitat herangezdgi@enExtrakt vonRadix Angelicae sinensis
wurde als Beispiel fur eine komplexe Probe einggsdm die Vergleichbarkeit der
Methoden zu gewadhrleisten, wurden die Analysen mdllkommen identischen
Versuchsparametern durchgefiihrt. Der Unterschiestabhd in der Variation der ersten
Dimension.

A Nucleoduf 100-3CN-RP 3 um, 250 x 2,0 mm

B Lund’ 3U CN 100 A3 pum 150 x 2,0 mm
C Kinetex 1,7u PFP, 100 A 1,7 pm 150 x 2,1 mm

Bei allen drei Saulenkombinationen wurde derglei€@m@dient in der ersten und in der
zweiten Dimension verwendet (Tabelle 7). Das Sané&arial der drei Saulen wurde bereits
mit dem Neue-Test untersucht. In allen drei FaNewrden Selektivitatsunterschiede zur
Kinetex® RP18-Saule festgestellt. Aus diesem Grund wurdieirzweiten Dimension immer
die Kinetex’ 2,6 u C18 100A 2,6 um 50 x 3,0 mm eingesetzt.
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Analyse von Radix Angelicae s. und Vergleich von drei LC x LC-Systemen

Tabelle 7: Gradienten in der ersten und in der zwaen Dimension. Der Gradient der zweiten Dimension
wurde 300-mal pro Analyse wiederholt.

Erste Dimension

Zeit Acetonitril HO
[min] [%0] [%0]
0 0 100
50 0 100
150 25 75
270 90 10
300 90 10
Zweite Dimension
Zeit H,O MeOH 1 % HCOOH
[min] [%0] [%0] [%0]
1,01 85 10 5
1,05 85 10 5
1,70 25 70 5
1,75 45 90 5
1,80 5 90 5
1,85 85 10 5
2,00 85 10 5

So kann die erwartete Orthogonalitat, basierenddaumh Neue-Test, und die tatséchliche
Orthogonalitat, bestimmt mit einer realen Probeghehen werden. Dabei ist es wichtig zu
beachten, dass die tatsachlich erzielte Orthogé@mnalur fir die untersuchte Probe angegeben
werden kann.

Zur Beurteilung der Orthogonalitat und der Peakkapa wurden zwei Verfahren
angewendet. Zum einen wurde die Bestimmung derktefésn Flache nach Liu [66]
(Gleichung 17; Methode 1) zum anderen das Verfahias im Abschnitt 4.2.1 vorgestellt
wurde (Gleichung 20; Methode 2), durchgefuhrt. Adilong 25 zeigt die drei
Chromatogramme, die durch die unterschiedlichedeBkambinationen resultieren. Auf der
linken Seite ist die effektive Flache nach der Meh 1 und rechts nach der Methode 2
eingezeichnet.

Die Peakverteilungen in allen drei Chromatogramrfa#égen der direkten Korrelation und
konnen unter der Anordnung FAN zusammengefasstemerdieses Verhalten war so auch
zu erwarten, denn bei allen Phasen handelt esusichmkehrphasen. Aus diesem Grund ist
es zulassig, die Methode 1 zur Bestimmung der @dhalitat und der effektiven Flache
anzuwenden.

In der Tabelle 8 und 9 sind die Ergebnisse deriBesting der effektiven Flache und der
Orthogonalitat aufgelistet:
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Analyse von Radix Angelicae s. und Vergleich von drei LC x LC-Systemen

Tabelle 8: Bestimmung der effektiven Flache und de®rthogonalitat nach Methode 1

Peakbreite 1 Dim. [min] MNga  “Ngra n n’ Actt o)
A 3,0 85 13 1,75 9,98 669 0,61
B 2,5 96 13 1,88 10,27 743 0,60
C 2,3 108 13 2,12 9,64 870 0,62

Saulenkombinationen: A) Nucleodux Kinetex’ RP18; B) Lung x Kinetex’ RP18; C) KineteX PFP x
Kinetex" RP18

Tabelle 9: Bestimmung der effektiven Flache und de®rthogonalitat nach Methode 2

Peakbreite 1 Dim. [min] a2 b P I I A, O
A 3,0 85 10 1,75 13 85 13 669 0,61
B 2,5 96 10,3 1,88 10,7 96 13 631 0,51
C 2,3 42,3 0,7 2,12 99 108 13 758 0,54

Saulenkombination: A) Nucleodtirx Kinetex® RP18; B) Lund x Kinetex’ RP18; C) KineteX PFP x
Kinetex’ RP18

Fur die Saulenkombination A (Nucleo§uEN x RP18) sind die berechneten effektiven
Flachen und die Orthogonalitat bei beiden Methodiemtisch. In beiden Fallen wurde die
gleiche Flache eingezeichnet und berechnet, weshelbbeide Methoden zur Bestimmung
der effektiven Flache bei dieser Verteilung eign@&nders sieht es fur die Kombination B
aus.Mit der Methode 2 (rechts) kann die Flache bessedia tatsachliche Peakverteilung
angepasst werden. So wird zwar eine kleinere Flattgegrenzt, jedoch entspricht diese jetzt
mehr der tatsdchlichen Peakverteilurigie Orthogonalitat und die spater berechnete
Peakkapazitat werden dadurch entsprechend geringer.

Der Vergleich der beiden Trennungen dRadix Angelicae sinensiBrobe mit den
verschiedenen Cyanophasen in der ersten DimenSi@mgnkombinationen A und B) zeigt
deutliche Unterschiede, je nachdem welche Bestingsmethode angewendet wurde. Nach
der Methode 1 liefert die Saulenkombination B (Lubid® x RP18) eine groRere effektive
Flache als die Kombination A. Die Orthogonalitagend aber in beiden Féllen vergleichbar.
Somit wére die Saulenkombination B die bessere Widhth Methode 2 zeigt sich ein
anderes Bild. Es werden geringere Werte fig énd O bei Saulenkombination B berechnet.
Die deutlich héhere Orthogonalitat bei der Saulemmation A gleicht den Nachteil der
geringeren Trennleistung in der ersten Dimensjrng}d(BS bzw. 96) mehr als aus. So kann die
bessere Saulenkombination erst durch den EinsatzBdstimmungsmethode 2 korrekt

identifiziert werden.
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Abbildung 25: LC x LC-Analyse eines Extraktes vonRadix Angelicae sinensis mit drei unterschiedlichen
Saulenkombinationen. A) Nucleoduf x Kinetex® RP18; B) Luna® x Kinetex® RP18; C) Kinetex’ PFP x
Kinetex® RP18. Links ist die Bestimmung der effektiven Flate nach Liu et al [66] und rechts die
Bestimmung der effektiven Flache unter der Verwendng der Vektoren gezeigt. TIC, Detektion erfolgte
mit gTOF Ultima (Micromass, Manchester, UK) im ESI positiv Modus.

Die hohere Orthogonalitat der Nucleo8€N x KineteX RP18 Kopplung im Vergleich zur
Luna® CN x KineteX RP18 ist im Hinblick auf die Ergebnissen des N&asts
uberraschend. Die einzelnen Wechselwirkungen declegdur CN unterscheiden sich
weniger stark von der Kinet;xRP18 als die der LuffaCN. Es muss dabei aber
berticksichtigt werden, dass die effektive Flachel e Orthogonalitat von der Probe
abhéangig sind. Die Analyse anderer Proben kdnmeaaderes Ergebnis liefern. Fiur die
Untersuchung deRadi Angelicae sinensisignet sich die Kombination Nucleo§UuEN x
KineteX” RP18 besser als die Saulenkombination Cubl x Kinetex’ RP18.
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Analyse von Radix Angelicae s. und Vergleich von drei LC x LC-Systemen

Die effektive Flache der Saulenkombination C (Kix@tPFP x KineteX RP18) wird auch
mit der Bestimmungsmethode 2 nicht korrekt besblene Eine Gruppe von Spots befindet
sich aul3erhalb des eingegrenzten Bereichs (Ablglds). An dieser Stelle zeigen sich die
Vorteile der vektorbasierten Methode. Die Peakilertg bei der Analyse mit Kinet&xPFP

x KineteX’ RP18 kann am besten durch ein unregelmaRiges dkibfeschrieben werden.
Dieses ist in Abbildung 2@ezeigt. Die Gleichung 20 kann in diesem Fall niamhr
angewendet werden. Die allgemeine Formel zur Berauly der effektiven Flache erlaubt

dennoch die Bestimmung.
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Abbildung 26: LC x LC-Analyse eines Extraktes vorRadix Angelicae sinensis mit der Saulenkombination
Kinetex® PFP x KineteX’ RP18. Die effektive Peakfliche wird durch ein unrgelmaRiges Fiinfeck
beschrieben. TIC, die Detektion erfolgte mit einengTOF Ultima (Micromass, Manchester, UK) im ESI-
positiv Modus.

Da ein Funfeck mit vier Vektoren und den darausltiesenden drei Dreiecken beschrieben

werden kann, setzt sich die effektive Flache aes Termen zusammen.
1 - 1= 1 —~
== axd‘+—‘d G +—‘6xb‘
Ao 2| 2 | 2
Gleichung 27

Nach dem Auflésen der Gleichung wird Gleichung &&é#en:

A, = %‘(1na 2n° —=2n2Hn¢ l +%‘(1nd ¢ —2n¢ Ehcl +%‘(1nc Bn°=2n¢ Ehb} .

Gleichung 28
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Mit dieser Gleichung ist es méglich die effektiviidhe fir die Kopplung Kinet8xPFP x
KineteX’ RP18 zu berechnen. Die effektive Flache nach Glgig 28 betrag845 und die
Orthogonalitat0,6Q In Tabelle 10 sind die effektive Flache und dighOgonalitat dieser

Saulenkombination, berechnet mit den unterschiedtidviethoden, zusammengefasst.

Tabelle 10: Vergleich der effektiven Flachen und deOrthogonalitat fir die S&dulenkombination
PFP x RP18.

Methode Aeit o

Methode 1 870 0,62

Methode 2 758 0,54
Funfeckiges Vektormodel 845 0,60

Durch das Erweitern der effektiven Flache um derktd¥a <c*>" ergibt sich die
Peakkapazitat. Die Ergebnisse der drei Sadulenkaatibiren, berechnet mit der optimierten

Vektormethode, sind in Tabelle 11 zusammen gefasst.

Tabelle 11: Vergleich dreier Saulenkombinahtonen auUntersuchung eines Extraktes vorRadix
Angelicae sinensis.

zweite Dimension

erste Dimension (Kinetex ® RP18)

L ID Part. L 1D Part. 1
__[mm] _[mm] [um] [mm] [mm] [um]
Nucleodur® 250 2 3 85 669 0,61 0,853 571

®
Luna 150 2 3 9|5 3 25 13 |631 051 0806 509

Kinetex®
PFP

150 2,1 1,7 108 845 0,60 0,782 661

Trotz der etwas schlechteren Orthogonalitat im \&eh zur Kombination NucleodfirCN x
Kinetex® RP18 fiihrt die groRere eindimensionale Trennleiptder KineteX PFP-Saule in
der 1. Dimension zu einer hoheren PeakkapazitatGiesamtsystems. Die Ergebnisse des
Neue-Tests belegen eine hohe Ahnlichkeit der PFP-der RP18-Phase. Trotzdem zeigt
diese Saulenkombination eine gute Orthogonalitétdiee Untersuchung des Extraktes der
Radix Angelicae sinensisSomit kann der Neue-Test zwar eine Einschatzumgrgglichen
Orthogonalitat geben, die tatsachliche Orthogodialtann aber erst durch die LC x LC-

Analyse mit der gegebenen Probe bestimmt werden.
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Analyse von Radix Angelicae s. und Vergleich von drei LC x LC-Systemen

Die Saulenkombination Kinet&PFP x KineteX RP18 liefert fir die Analyse voRadix
Angelicae sinensislas beste Ergebnis. Aus diesem Grund wurde beiwa#erfuhrenden
Analysen diese Saulenkombination eingesetzt.

Die Ergebnisse der Arbeit, die im diesem Kapitgélsentiert wurden, sind bereits in Journal

of Chromatography A [154] publiziert worden.

4.2.4 Vergleich von on-line und off-line LC x LC

In diesem Abschnitt wird ein Vergleich von zwei komehensiven zweidimensionalen
Methoden gezeigt. Wie schon in Kapitel 2.1.3.1 hasben, kann die LC x LC sowohl als
on-line als auch off-line Technik betrieben werdBeide Techniken haben ihre Vor- und
Nachteile. Diese werden hier anhand der Analyseseibxtraktes vorRadix Angelicae
sinensiggenauer untersucht.

Es werden mehrere Parameter zur Beschreibung ddit&@uler Analysen herangezogen. An
erster Stelle steht die Peakkapazitat, sie isteigscheidene Faktor, um die Qualitat der
Analyse einzuschatzen. Es mussen aber auch wéidteren, wie die Analysenzeit und der
Verbrauch der Lésungsmittel.

Es wird die im vorherigen Kapitel als leistungsksée identifizierte Methode mit einer off-
line LC x LC-Methode verglichen. Der Anspruch dehisschnellen Analyse in der zweiten
Dimension ist bei off-line-Techniken nicht gegeb&o. wurde die Gradientenzeit von 1 auf
15 Minuten verlangert (Abbildung 27), was in eigeutlichen Steigerung der Peakkapazitat
in der zweiten Dimension resultiert. Gleichzeitignkite der Fluss in der ersten Dimension
erhoht werden (von 0,025 mL/min auf 0,0625 mL/miBer hohere Fluss verkirzt die
Analysenzeit in der ersten Dimension und verbesierTrennleistung der Saule. Dem Eluat
der ersten Dimension wurde zusatzlich noch 0,03Bmm 1 %ige Ameisensaure zugesetzt.
Durch die Ameisensdure wurden die Fraktionen auf dkeichen pH-Wert der zweiten
Dimension eingestellt. Die gleichzeitige Erhdhurey &olaritat fihrte zu einer Reduzierung
der Elutionskraft des Ldsungsmittels in den Fralgim Die Zugabe nach der ersten
Dimension kann in der on-line Variante nicht resiket werden, da es dadurch zu einer
Erh6éhung des Fraktionsvolumens kommen wirde. Awbercrhohte die Zugabe den
Gesamtfluss und vereinfacht die FraktionierungetstEraktionssammler. Die Sammeldauer
einer Fraktion betrug ein Minute. Bei einem Gesam#f von 0,100 mL/min konnten 4 bis 5

Tropfen pro Fraktion gesammelt werden.
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Vergleich von on-line- und off-line-LC x LC

Um die Vergleichbarkeit der Methoden bei der Detgktmit dem MS sicherzustellen,
mussten diverse Parameter an mehreren Stellen asgjeperden. So wurde sichergestellt,
dass der Fluss zur lonenquelle und die relativezKotration bei beiden Methoden in etwa
gleich waren. Die genaue Methodenbeschreibungnigixperimentellen Teil zu finden (Seite
100).
Das entwickelte Verfahren zur Bestimmung der Peadk@at fir die on-line LC x LC kann
auch fur die Auswertung der off-line LC x LC-Chramgramme eingesetzt werden.
Abweichend zu den on-line-Messungen konnten die o@atogramme der off-line-
Messungen nur mit einer auf Basis von Labview geésbBnen Software ausgewertet und
dargestellt werden.
In Abbildung 27 ist eine zweidimensionale Darstefjuder off-line LC x LC-Analyse von
Radix Angelicae sinensisgezeigt. Die Peakverteilung in dem zweidimensienal
Chromatogramm stimmt gut mit der on-line LC x LCalyse Uberein (Abbildung 26Pie
sichtbaren Unterschiede entstehen durch den rdmtigsamen Gradienten in der zweiten
Dimension.

1 D Peakkapazitat

|D ‘||0 2|O 1|3O ¢|10 ?O |60 |70 lBO S|30 1|DO 1|1 0
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Abbildung 27: off-line LC x LC-Analyse von Radix Angelicae sinensis mit der S&aulenkombination
Kinetex® PFP x KineteX’ RP18. Die effektive Peakfliche wird durch ein unrgelmaRiges Fiinfeck
beschrieben. TIC, die Detektion erfolgte mit einengTOF Ultima (Micromass, Manchester, UK) im ESI-
positiv Modus.
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Vergleich von on-line- und off-line-LC x LC

Vergleicht man die Orthogonalitat und die Peakkdaptbeider Verfahren, ist zu erkennen,
dass exakt dieselbe Orthogonalitdt erreicht wirdab@lle 12. Die errechneten
Peakkapazitaten unterscheiden sich dagegen deuBliehmit der off-line Methode erzielte
Peakkapazitat Ubersteigt die der on-line Methodemehr als das Vierfache. Der Grund daftr

ist die deutliche Steigerung der Peakkapazitaeimzaveiten Dimension.

Tabelle 12: Vergleich der on-line und der off-lineLC x LC-Methode. Bei der Analyse des Extraktes von
Radix Angelicae sinensisanhand der Peakkapazitat und der Orthogonalitat.

erste Dimension zweite Dimension
LC X LC (Kinetex ® PFP) (Kinetex ® RP18)
Methode Mittelwert der Mittelwert der
Peakbreiten  1n , | Peakbreiten  2n 1 A o (o9t ®n
[min] [min]
on-line 2,5 108 0,07 13 845 0,60 0,782 661
off-line 1.4 110 0,18 67 | 4416 0,60 0,608 2683

In dem gezeigten Vergleich ist der Verbrauch areilun beiden Verfahren nahezu identisch
(Tabelle 13). Der Nachteil der off-line Methode dé¢ lange Analysenzeit. Es wére mdglich
die Peakkapazitat in der off-line Methode noch ereitu steigern z.B. durch haufigeres
Fraktionieren oder eine noch bessere Trennung i zeeiten Dimension. Dies geht
allerdings mit noch langeren Analysenzeiten odeemi hoheren Eluentenverbrauch einher.
Ein weiterer Faktor ist die Zwischenlagerung deakionen. In dieser Zeit kbnnen Analyten
ausdampfen oder abgebaut werden. Das ist auchateseheinliche Grund fir die geringere
Anzahl der detektierten Spots im off-line LC x L@«Gmatogramm.

Tabelle 13: Vergleich der on-line und off-line LC xLC-Methode zur Analyse vonRadix Angelicae sinensis
anhand der Peakkapazitat, der Analysenzeit, des Edmtenverbrauchs (ACN und MeOH) und der Anzahl
der detektierten Spots.

2D

n Zeit Eluent Anzahl der
LC x LC Methode .
detektierten Spots
[  [mL] P
on-line 661 5 240 ca. 170
off-line 2683 28 247 ca. 120

Die on-line LC x LC bietet somit eine gute Altervat zu off-line Methoden, um in einer
deutlich kirzeren Zeit eine Analyse mit guter Tiderstung ohne Verlust an Analyten
durchzufihren. Eine deutliche Steigerung der Tm@sting kann jedoch mit off-line

Methoden erzielt werden.

62



Aufbau eines IC-LC x LC Systems

4.3 Experimenteller Aufbau eines IC-LC x LC-HPLC Sy stems unter
Verwendung der lonenaustauschchromatographie und de r
Umkehrphasenchromatographie

In dieser Arbeit sollte eine Methode entwickelt desm, mit der sowohl die phenolischen
Sauren als auch die Polyphenole im Wein bestimmtdeve konnen. Die komplexe
Weinmatrix erschwert die Analyse jedoch. Um diel{grdAnzahl der Substanzen zu trennen
und diese dann zu identifizieren, wurde eine ICXICC-Technik entwickelt.

Eine LC x LC-Analyse von Wein ist aufgrund der meghen und polaren Substanzen
schwierig. Die bisherigen literaturbelegten Anatysuit LC x LC zeigen die Problematik.
Die Trennung der phenolischen Komponenten mit 2umkehrphasen (Phenyl-Phase und
RP18) liefert nur bedingt gute Ergebnisse [120]r Geund daftir ist der geringe Unterschied
in der Selektivitat der Phasen. Die Kopplung vora@y oder Aminophasen mit RP18 zur
LC x LC-Analyse von Wein ist ebenfalls mit Problameerbunden. So kann nur eine der
beiden Substanzgruppen in der gegebenen Zeit elsrel gut getrennt werden [117]. Der
Einsatz von RP18-Sdulen in beiden Dimensionen untéerwendung eines
lonenpaarreagenzes lieferte dagegen eine gute gorihbtat. Die Trennleistung war jedoch
nur gering [117]. Ein weiteres Problem dieser Medtoist die Anwesenheit des
lonenpaarreagenzes und dadurch eine entstehendein@ttbei der Kopplung des
chromatographischen Systems mit dem MS.

In dieser Arbeit wurde ein anderer Weg gegangenwisle in der ersten Dimension eine
Kombination aus lonenaustauschchromatographie ({l€) Umkehrphasenchromatographie
(PFP) und in der zweiten Dimension eine RP18-Séulgesetzt. Die Orthogonalitat der
Umkehrphasenchromatographie zu der lonenaustauschatographie sollte sehr hoch sein
[157], da die Trennungsmechanismen in den beidemmeBsionen vollkommen
unterschiedlich sind. Grundséatzlich kénnen in dérnur lonen aufgrund unterschiedlich
starker ionischer Wechselwirkungen mit dem Saul¢arizd (lonentauscher) getrennt
werden, wahrend RP18-S&aulen hauptsachlich tibeoplidbe Wechselwirkungen trennen.
Zudem ist der verwendete wassrige Eluent in danl@er RP-Chromatographie nur ein sehr
schwacher Eluent, so kommt es zu Fokussierungseffehm Anfang der zweiten Saule.
Dieses Verhalten erlaubt das Sammeln eines grol3Eteatvolumens aus der ersten
Dimension bevor dieses in die zweite Dimensiorziajt wird.

Es bestehen aber auch Hindernisse, die die Koppllieser Techniken erschweren. Das

wichtigste Anwendungsgebiet der IC ist die Analygen anorganischen Anionen und
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Kationen [158]. Daneben wird die IC zur Analyse Jdeineren organischen Anionen [159,
160], Phosphorglycosiden [161] oder Proteinen [l1@&2hgesetzt. Die Analyse von
ungeladenen Analyten ist jedoch nicht moglich. Beganischen lonen mit einem grol3en
organischen Rest macht sich die ionische NaturAakedyten weniger stark bemerkbar. Dies
wirkt sich auf die Wechselwirkungen mit dem lonerstzher aus [163].

In der Regel wird die IC bei hoheren pH-Werten iebtn, deshalb besteht das
Tragermaterial der Saulen aus Polymeren wie z.By(®8tyrendivinylbenzol) [158]. Das
Tragermaterial auf Kieselgelbasis ware bei diesétaNert nicht stabil. Diese Materialien
konnen jedoch sekundare, hydrophobe Wechselwirkumgé den Analyten eingehen. Wie
Vorversuche gezeigt haben, kommt es dadurch zu atagken Retentionszeiterhdhung,
Tailing und eine damit verbundener Peakverbreigruburch Zugabe eines organischen
Modifiers (20 % ACN) konnen diese Effekte reduzieverden und die Analyse von
phenolischen Sauren mit der IC erméglichen [154).16

Die hoheren organischen Anteile im Eluent der er§ianension fliihren zur Reduzierung der
Fokussierungseffekte auf der zweiten DimensionidBieitig ist die Stabilitat der Saulen auf
Polymerbasis herabgesetzt. Bei der verwendeteneS&WPP 16 von Metrohm auf
Poly(Styrendivinylbenzol)-Basis war der Anteil desganischen Modifiers auf 10 %
begrenzt. Das konnte auch der Grund dafir seins dasher die zweidimensionale
Kopplungen der IC in der ersten Dimension mit Untpdlasen in der zweiten Dimension auf
die Analysen von Kleineren organischen Sauren [16&¢r Proteinen [52, 166, 167]
beschrankt ist. Dieses Problem kann durch den &nsader von
lonenausschlusschromatographie in der ersten Diorenosngangen werden [168].

In dieser Arbeit wurde ein anderer Weg gewahlt.wksde auf die Verwendung von IC-
Saulen auf Polymerbasis verzichtet und stattdessenSaule auf Kieselgelbasis eingesetzt.
Die verwendete IC Saule Phenomeh&AX (engl.strong anion exchangdann nur bis zu
einem pH-Wert von 8,0 betrieben werden. Ein hoheteiWert konnte sowieso nicht zur
Analyse von Wein eingesetzt werden, da die Polypleennd phenolische Séauren bei einem
pH-Wert Uber 7 nicht stabil sind [169, 170]. Deru@d dafir ist die Deprotonierung der
phenolischen Hydroxygruppe, was zur Oxidation fihfirotzdem missen die zu
untersuchenden Analyten als Anionen vorliegen. iBieNein vorkommenden phenolischen
Sauren haben einen pdm Bereich von 2,9 bis 4,7 (Tabelle 14). Um di&gbstanzen

nahezu vollstéandig zu deprotonieren, wird ein uneizinheiten héher pH-Wert bendétigt.
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Tabelle 14: Eine Auswahl der phenolischen Komponeah im Weil3wein [112] und ihre pKs-Werte.

Vs Konzentration pKs
[mg/L] [171]
Gentisinsaure 0,15-1,07 2,95
Vanillinsaure 0,09-0,38 4,51
Ferulasaure 0,05-4,40 4,58
p-Cumarsaure 1,57-3,20 4,64
Kaffeesaure 1,50-5,20 4,62
Gallussaure 0,50-2,80 3,13

Aus diesen Grunden wurde ein Eluent mit dem pH-Wert 6,5 eingesetzt. Dieser pH-Wert
erfullt alle notwendige Voraussetzungen. Er liegit 2 pH-Einheiten unter dem pH-Wert fur
die Deprotonierung der Phenole und Polyphenoles(g&s (+)-Catechins 8,7 [172]) und
gleichzeitig ca. 2 Einheiten oberhalb des bendtigiel-Wertes fiir die Deprotonierung der
phenolischen S&uren. Bei diesem pH-Wert ist dibiltt der Sdule ebenfalls gegeben.
Hydrogencarbonat als Standardeluent in der IC kacimt eingesetzt werden. Zwar liegt der
pKs des Kohlensaure-Hydrogencarbonat-Gleichgewichit$ /35, jedoch stért das durch die
Zersetzung der Kohlensdure entstehende Kohlendiogieh chromatographischen
Trennprozess (Abbildung 28). Zudem liegt nur einrgger Teil der Kohlensdure deprotoniert
vor, wodurch die Elutionskraft des Eluenten herakge wird.

pKs = 6,35
HCO; +H,0° H,CO, +H,0

Tl

CO, t +H,0

Abbildung 28: Kohlensaure-Hydrogencarbonat-Gleichgicht
Anstelle von Hydrogencarbonat wurde Ammoniumformas Eluent verwendet. Die

Pufferkapazitat bei pH 6,5 ist allerdings nur sgéring, da die pkWerte von Ameisensaure
(pKs = 3,77) und Ammonium (pKs =9,21) weit von demwinschten pH-Wert entfernt
liegen. Aus diesem Grund wurde die Probe bereitsdeo Injektion auf pH 6,5 eingestellt.
Der pH-Wert von Wein liegt zwischen 2,8 und 3,8 ]L1Die Erhdéhung des pH-Wertes
erfolgte mit Diammoniumcarbonat. An diese Stelle rdeu die Pufferwirkung des
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Kohlensaure-Hydrogencarbonat-Gleichgewichts (pKs35) ausgenutzt. Das entstandene
Kohlendioxid wurde mittels Ultraschall entfernt.

Nach der Trennung in der ersten Dimension erfoltige Trennung auf einer Umkehrphase.
Um eine gute Retention auf der RP18-Saule zu erziaollten die Analyten ungeladen und
maoglichst unpolar sein. In der Regel wird bei daralyse von organischen S&uren auf
Umkehrphasen ein saurer Eluent eingesetzt, damiSdbstanzen protoniert und ungeladen
vorliegen. Um den Fokussierungseffekt nutzen zuinkénwurden die Proben bereits vor der
Injektion angesauert. Dies wurde in dieser Arbeiict die Zugaben von Ameisensaure zum
Eluat der ersten Dimension sichergestellt. DierggriPufferkapazitat des Eluenten der ersten
Dimension ist an dieser Stelle wichtig und von ¥drtDurch die Zugabe geringer Mengen
an Ameisensaure konnte der pH-Wert auf ca. 2,5esiefjt werden. Der verwendete Gradient
in der ersten Dimension besteht zu Beginn der Tuegrausl2 mmol/L Ammoniumformiat
und 1,3 % Methanol. Nach 60 min wurde die Zusammiznsg linear zu 91 mmol/L
Ammoniumformiat und 9,1 % Methanol verédndert. Aftdgenden Analysen wurden mit
diesen Versuchsbedingungen durchgefihrt.

In Abbildung 29 ist ein schematischer Aufbau dex ICC-Systems dargestellt.

erste Dimension zweite Dimension

UV

|

0

- RP

Q< 18

=

W

~— |: Spritzenpumpe m

Abbildung 29: Schematische Darstellung der komprehgsiven zweidimensionalen IC-LC x LC.

1. Dimension: lonenchromatograph Metrohm 850 Profesional IC mit Saulenofen (30 °C); Saulen: zwei
Phenosphef SAX 150 x 2,0 mm (SAX) und / oder KineteX PFP 30 x 3,0 mm (PFP) von Phenomenx
Modulationsschlaufen: 100 pL. 2. Dimension: Shimade Prominence 20 xr, mit Saulenofen (50 °C);
Detektor: Shimadzu Prominence DAD SPD — M20A; UV-DA® 220-400 nm.

Die Trennleistung des Systems wurde unter Verwegdeiner 14-Komponentenmischung
abgeschatzt. Als Standardanalyten wurden (+)-Cated¥icotin-, L-Ascorbin-, Zitronen-,

Weinsaure und neun weitere unterschiedliche Pheayt Benzoesduren eingesetzt. In
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Abbildung 30 ist ein zweidimensionales Chromatogragargestellt, bei dem die Detektion
bei 254 nm erfolgte. Die Identifizierung der Subgen wurde anhand der UV-Spektren
durchgefiihrt. Die Sauren zeigen in der ersten Dgioeneine gute Retention. Gleichzeitig ist
auch die unterschiedliche Selektivitat der beidendhsionen erkennbar.

1,00—]

2. Dimension [min]

0 25 50 75 100

1. Dimensicn [min]

Abbildung 30: SAX-SAX x RP18 Analyse der 14-Komponaten-mischung. Die Detektion erfolgte bei
254 nm.

1. Dimension: lonenchromatograph Metrohm 850 Profesional IC mit Saulenofen (30 °C); Gradient: von
12 mmol/L (NHz)HCOO und 1,3 % MeOH zu 91 mmol/L (NH)HCOO und 9,1 % MeOH, pH 6,5; Fluss

0,09 mL/min; Saule: zwei Phenosphér SAX 150 x 2,0 mm (SAX) und / oder KineteX PFP 30 x 3,0 mm
(PFP) von Phenomene’% Modulation: Das Eluat der ersten Dimension wird nittels Spritzenpumpe mit

Fluss 0,01 mL/min 2,6 mol/L HCOOH. Gesamitfluss: 0,ImL/min, pH ca. 2,5; Modulationsschlaufen:

100 pL. 2; Dimension: Shimadzu Prominence 20 xr; S#enofen (50 °C); linearer Gradient: MeOH /

Wasser / HCOOH pH, ca. 2,5; Fluss: 2,25 mL/min; Sda: Kinetex® 2,6 p XB-RP18, 50 mm x 3.0 mm
100A; Detektor: Shimadzu Prominence DAD SPD — M204220-400 nm)

Es konnten jedoch nicht alle Standards (Zitronexd Weinséure) aufgrund des Fehlens einer
chromophoren Gruppe anhand der UV-Spektren idemiti werden. Die starke
Peakverbreiterung bei der Gallussaure fiihrte zerejaringen Signalintensitat, weshalb diese
Substanz nur bei 280 nm detektierbar war. Das adgek (+)-Catechin hat die geringste
Retentionszeit auf der ersten Dimension und wiedeei Gallussaure, kommt es beim (+)-
Catechin zu einem starken Tailing in der erstenddismon.

Wie bereits beschrieben, eignet sich die lonenchtographie zur Trennung ionischer
Analyten. Um mehr Substanzen im Wein analysieren kbanen, wird ein weiterer
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Trennmechanismus in der ersten Dimension benddgshalb wurde eine weitere Saule in
der ersten Dimension hinter den SAX-Phasen pos#ibn

In der Literatur wurde gezeigt, dass das Hinted@nieoppeln einer IC-S&aule mit einer
zweiten IC-Saule [160] oder mit einer RP-Saule [1623] eine deutliche Steigerung der
Trennleistung des Systems bewirken kann. So konviezhindungen aus unterschiedlichen
Substanzenklassen in einer Analyse bestimmt werdas.Eluat der ersten Saule wurde in
seiner Zusammensetzung verandert und fur die Trepmu der zweiten S&ule angepasst
[160, 173]. In diese Arbeit wurde in der ersten Bimsion ebenfalls eine Kopplung der IC-
Saule mit einer RP- S&ule durchgefiuhrt. Allerdingsde der gleiche Eluent in beiden Saulen
ohne Modifikation eingesetzAls zweite Saule fir die erste Dimension dientee etP-
Saule.

Um die Selektivitatsunterschiede der S&aulenkomimnah SAX-SAX x RP18 und SAX-
SAX-PFP x RP18 abschatzen zu kdnnen, wurde dielgiei4-Komponetenmischung nur mit
PFP in der ersten Dimension untersucht. In Abbid1 wird ein zweidimensionales
Chromatogramm dieser Analyse gezeigt.

Die bei pH 6,5 vorliegenden lonen haben auf der-PR&se eine geringe, die ungeladene
phenolischen Verbindungen eine hohe Retention.ubgeladene (+)-Catechin wird in der IC
(Abbildung 30) nur wenig retardiert, auf der PFBIAdung 31) zeigt es dagegen die hochste
Retention in der ersten Dimension. Die Retentiomlem Sauren andern sich ebenfalls
drastisch.

Die Kopplung der beiden Saulenkombinationen (SAXXSA-P x RP18) lieferte eine gute
Trennung und wird im Folgenden als IC-LC x LC abigek (Abbildung 32). Sowohl die
Anionen der schwachen Séauren als auch die ungekadalyten zeigten mit dieser Methode
ein gutes Retentionsverhalten. Das Tailing desCatechins und der Gallussaure in der
ersten Dimension ist genau wie bei der Kopplung S3X x RP18 zu beobachten, jedoch
beim (+)-Catechin weniger stark ausgepréagt. DieReinszeiten aller Standards auf den drei
Saulenkombinationen befindet sich im Anhang (Ta&b£g).
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2. Dimension [min]

1. Dimensicn [min]

Abbildung 31: PFP x RP18-Analyse der 14-Komponetenischung. Bedingungen sind analog zur Analyse
in Abbildung 30.
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Abbildung 32: SAX-SAX-PFP x RP18-Analyse der 14-Komonetenmischung. Bedingungen sind analog
zur Analyse in Abbildung 30.
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4.3.1 Untersuchung von Wein

Die in Kapitel 4.3 vorgestellte Methode ermdglictié Analyse von unpolaren und polaren
Analyten sowie schwachen organischen Sauren immefwalyselauf. Diese Voraussetzungen
treffen auf die meisten im Wein enthaltenen Staffle Aus diesem Grund konnte die IC-
LC x LC-Analyse von Wein wertvolle Hinweise Ubeisden Zusammensetzung liefern.
Untersucht wurde ein Weil3wein (Riesling, feinhefll®, Mosel, Thornicher St. Michael)
vom Ortlichen Markt. Vom frisch getffneten Wein wen 10 mL entnommen und mit
0,75 mL einer 1 M (NH.CO; Losung versetzt. Durch kurzes Eintauchen der Piobe
Ultraschallbad wurde das gebildete Kohlendioxidesnt. Der pH-Wert der Probe betrug ca.
6,3. Nach Filtration der Probe durch ein 0,2 um P-Hiter wurde der Wein mit der im
vorherigem Kapitel beschriebenen Methode analysiert

Auch mit der realen Probe wurden alle drei Séaulemtkoationen getestet:

- SAX-SAX x RP18
- PFP x RP18
- SAX-SAX-PFP x RP18.

Um die Trennleistung der Methoden zu vergleichenyden die Peakkapazitat und die
Orthogonalitat untereinander verglichen. Hierfursste die Peakkapazitaten der ersten und
der zweiten Dimension bestimmt werden. Die Pealdmaier ersten Dimension wurden dafur
mit Gleichung 23 berechnet. Der Mittelwert der Heaken wurde jeweils aus sechs Spots
bestimmt. Diese Spots sind in den Chromatogramnmgyekreist.

Aufgrund der Komplexitat des Systems weisen diekBxegten in der ersten wie auch in der
zweiten Dimension eine grof3e Streuung auf. Die Kamepten mit geringer Retentionszeit in
der zweiten Dimension (RP18) haben aufgrund eiohleshten Fokussierung Peakbreiten
von 0,06 min (ca. 3,6 s). Bei den Substanzen nhiehgr Retention betragt die Peakbreite nur
0,022 min (ca. 1,3 s). Der Mittelwert der Peaklemivon sechs Peaks mit unterschiedlicher
Retentionszeit wurde zu 0,035 min (ca. 2,1 s) besti Da die effektive Analysenzeit in der
zweiten Dimension 0,7 min (42 s) betragt, ergibhslaraus eine Peakkapazitat von 20.

Die Analyse des Weins wurde zuerst nur mit dendreBAX-Saulen oder einer PFP-Saule in
der ersten Dimension durchgefiihrt. Die Ergebnisee likiden Messungen waren nicht
zufriedenstellend und in den Abbildung 33 und 3Bgdstellt. Der Grund dafir wurde im

vorherigen Kapitel anhand der Analyse einer Stalhrdachung diskutiert.
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In Abbildung 33 ist die IC x LC-Analyse des Rieginunter Verwendung von zwei SAX-
Saulen (lges= 30 cm) in der ersten Dimension gezeigt. Im Chrogamm ist eine Vielzahl
von Spots erkennbar. Die Korrelation der erstendeu zweiten Dimension ist in dieser
Analyse nicht leicht zu beschreiben. Es wird soweinle direkte als auch eine indirekte
Korrelation beobachtet. Die Spots am unteren Ragsl @hromatogramms stammen von
aliphatischen mehrprotonigen Sauren wie Wein- ffel- (C) und Zitronensaure(D) oder
sehr polaren Sauren wie z.B. Ascorbinsaure (A) (Bbg 30). Diese zeigen auf der RP18-
Saule keine oder nur eine geringe Retention, wasdi@ indirekte Korrelation spricht.
Gleichzeitig ist auch eine schwach ausgepragtekte@ir&orrelation zu beobachten. Diese
Widerspruchlichkeit ist auf die vollkommen untenschiche Selektivitat in der IC- und der
RP-Chromatographie zurtckzufihren. Da in der IC mamen retardieren, eluieren die
ungeladenen Analyten mit der Totzeit. Diese Steféegden zwar in der zweiten Dimension
getrennt, allerdings ist die Trennung nicht ausrend.

Abbildung 34 zeigt die Analyse des Rieslings mit 8aulenkombination PFP x RP18. Es
wird eine typische Spotverteilung flr eine direkterrelation beobachtet. Hierbei erfahren
die unpolaren Analyten in der ersten und in deritameDimension eine grol3ere Retention als
polare Analyten. Wie auch bei der Verwendung derefchromatographie in der ersten
Dimension, wurden zahlreiche Substanzen mit dezélibtler ersten Dimension detektiert. In
diesem Fall handelt es sich im Gegensatz zu derbifmtion SAX-SAX x RP18 nicht um
unpolare Substanzen, sondern um polaren und i@ms&halyten.

Abbildung 35 zeigt, dass die Kombination der beidechniken das beste Ergebnis lieferte.
Vergleicht man jedoch alle drei Methoden unteredean fallt auf, dass die beste
Orthogonalitat mit der Kombination SAX-SAX x RP1891) erzielt wurde (Tabelle 15). Die
Peakkapazitat, die mit dieser Kopplung erreicht deu(456), ist zudem nur minimal
schlechter als die mit der Kombination SAX-SAX-PERP18 (497) erzielten.

Jedoch konnen erst durch den Einsatz der PFP-8&ulenpolaren Substanzen in der ersten
Dimension getrennt werden. Der Vorteil dieser Sdkoenbination wird auch durch die
hohere Anzahl detektierbaren Verbindungen belege mit der Kombination PFP-RP18
erzielte Orthogonalitat (0,61) stimmt gut mit desi ler Analyse des Extraktes v&adix
Angelicae sinensig0,60) uberein. Bei der Analyse des Extraktes WRadix Angelicae
sinensiswurden jedoch deutlich héhere Peakkapazitaten inedgen Dimension (108) mit
der PFP-Saule erzielt, als bei der Analyse von W2#&). Der Grund dafur ist die sehr kurze
PFP-Saule (3,0 x 30 mm) bei der Weinanalyse.
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Abbildung 33: IC x LC-Analyse des Rieslings. Sauldtombination SAX-SAX x RP18. Methode ist analog
zu der in Abbildung 30. A: Ascorbinséure; B: Weinsaire; C: Apfelsaure; D: Zitronensaure.
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Abbildung 34: LC x LC-Analyse des Rieslings. Sauldcombination PFP x RP18. Methode ist analog zur in
der Abbildung 30 gezeigten.
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Abbildung 35: IC-LC x LC-Analyse des Rieslings. Salenkombination SAX-SAX-PFP x RP 18. Methode
ist analog zu der im Abbildung 30.

Die Orthogonalitat der Kombination SAX-SAX-PFP x FFbetragt 0,86 und es ist auch eine
direkte Korrelation zwischen den beiden Dimensiaregkennen. Eine Abweichung von der
direkten Korrelation ist allerdings im unteren Absitt des Chromatogramms zu sehen. In
diesem Bereich sind wie auch bei der SAX-SAX x RR@mbination polare S&uren
anzutreffen.

Tabelle 15: Vergleich der drei komprehensiven zweichensionalen Analysen von Wein.

erste Dimension Z\(':’(?r:te?egr;; gi'f;
Mittelwert Mittelwert Anzabhl
Phase "y 1ngrd Wo 2ngrd Aet O ((%*) ’n Sggits
[min] [min] 254 nm
SAX-SAX 2,7 30 551 0,91 0,828 456 60
PFP 3,2 28 0,035 20 343 0,61 0,868 297 51
SAX-SAX-PFP 2,5 36 617 0,86 0,807 497 68
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4.4 Entwicklung einer Moving Solvent Recycling-Chro matographie
Methode

Um die aufgezeigten Nachteile der im Kapitel 2.¢atgestellten Systeme zu beseitigen,
wurde nach einer Alternative zur herkbmmlichen Réng-HPLC gesucht. Die im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte neue Technik wurde MSRig(e moving solvent recycling
chromatography genannt. Das Prinzip dieser Methode ist an die(&Mgjl. external recycle
chromatography [174] angelehnt. Bei der ER wird das Eluat nadr drennung in
Fraktionen gesammelt und zeitversetzt wieder aifjthiche Séaule injiziert.

In dieser Arbeit wurde bereits eine Fraktionierungd anschlieBende zeitversetzte
nochmalige chromatographische Trennung als off-liGex LC vorgestellt. Dabei handelt
sich jedoch - anders als bei der ER - um eine Mithio der zwei unterschiedliche stationare
Phasen verwendet werden. Analog zur automatisiertdme LC x LC wurde hier nach einer
Automatisierungsmoglichkeit fur die ER gesucht.

Das Kernstiick eines LC x LC-Systems ist ein Modulader die erste und zweite Dimension
verbindet [31]. Bei der hier entwickelten MSR wundenstelle von zwei Saulen der Eingang
und der Ausgang von ein und derselben Saule tUleMaelulator verbunden. Der Modulator
in der LC x LC erfullt somit in der MSR die gleiclr@inktion: Das Sammeln der Fraktionen
und das gleichzeitige Injizieren von diesen Fraieio [151]. Der Unterschied zur LC x LC
liegt dabei im Einsatz von nur einer Saule. Duréd Hombination der ER mit dem
Modulator aus der LC x LC kann die Methode autosmati werden. Der Modulator besteht
Im Wesentlichen aus einem Ventil und zwei Probesfdn. Es wird das Eluat von der Saule
in der ersten Probenschleife gesammelt, wahrendntieit der zweiten Probeschleife in die

gleiche Saule injiziert wird.

4.4.1 Experimenteller Aufbau eines Moving Solvent R ecycling-
Chromatographie Systems

Abbildung 36 zeigt eine mogliche Kopplung auf Basises Zehn-Wege-Ventils. Bei dem
Systemaufbau wurde die gleiche HPLC-Anlage verwendée bei den LC x LC-
Anwendungen. Die durchgefuhrten Schaltungen sindirdeler LC x LC &hnlich. Es sind
auch andere Systeme denkbar, z.B. mit zwei Vier&Aégntilen (nicht gezeigt) oder - wie in
Abbildung 37 vorgestellt - eine Schaltung mit zw&hn-Wege-Ventilen. Der Recycling-
prozess erfolgt bei einem Zehn-Wege-Ventil nachgntlem Schema (Abbildung 36):
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Die grauen Flachen stellen Eluat mit Analyten, \ediichen frischen Eluenten dar.

A) Ausgangssituation: die Analyten befinden sichderfSaule.

B) In der ersten Phase wird das Eluat in der Schggammelt (Sammelzyklus Schleife b).
Die Analyten treten aus der Saule raus: Schleyférth mit Eluat geflutet.

C) Schleife b ist voll.

D) Ventil wird geschaltet.

E) Sammelzyklus Schleife a und Injektionszyklus Siéhlb. Nach dem Schaltvorgang wird
das gesammelte Eluat aus Schleife b durch frisdBeenten in die Saule befoérdert
(Injektionszyklus). In dieser Zeit wird Schleiferat den Analyten gefuilit.

F) Sammelzyklus Schleife b und Injektionszyklus Sidla. Nachdem Schleife a gefullt ist,
wird das Ventil erneut geschaltet und die Prozdxhginnt von vorne. Das Verbindungsstiick

Pass 4-9 kann als Verlangerung der Schleife adiggtiwerden.

Schleife a Schieife a

Eluent
Vorrat

A

Eluent
Vorrat

Abfall

Abfall

Schleife b Schleife b

Schleife a Schleife a

Eluent
Vorrat

Eluent
Vorrat

Abfall

Abfall

Schleife b Schleife b

Schleife a Schleife a

Eluent
Vorrat

Eluent
Vorrat

Detektor

Abfall

Abfall

Schleife b Schleife b

Abbildung 36: Schematische Darstellung der ,MovingSolvent Recycling-HPLC" mit einem Zehn-Wege-
Ventil.
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Die Zeitabstdnde der Schaltvorgdnge mussen aufVdieimina der Sammelschleifen

abgestimmt werden. Das geforderte Eluentvolumensmuosjedem Schaltvorgang dem
Volumen der Sammelschleifen entsprechen. Nach dichsten Schaltvorgang wird erneut
Eluat aus der Saule gesammelt indem der frischenElaus der Schleife verdrangt wird.
Derselbe Vorgang, allerdings zeitversetzt, wirdhaaat der zweiten Schleife durchgefuhrt.
Solange zwischen den beiden Positionen geschalitet wrfolgt das Recycling. Ist die

gewinschte Trennung erreicht, wird die Schaltung \dentils gestoppt. Der Vorteil dieser
Methode liegt darin, dass die Probe im Kreis gdfiird, ohne die Pumpe passieren zu

mussen.

4.4.2 Studie zur nicht vollstandigen Ubertragung de  r Fraktionen bei
der Moving Solvent Recycling-Chromatographie

Der groRte Nachteil des MSR ist die nicht vollsigaddbertragung der Fraktionen. Wenn der
Fluss, die Modulationszeit und die SchleifengroB&iaander abgestimmt sind, sollte kein
frischer Eluent in den Kreislauf gelangen oder elleverlassen. Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, dass dies nicht der Fall ist.

Zur genaueren Betrachtung des Problems wurde rgieridem Versuchsaufbau gearbeitet.
Es wurde eine Schaltung mit zwei Zehn-Wege-Ventlerwendet (Abbildung 37 A und B).
Die Schaltung mit zwei Ventilen ist als exakterethbele anzusehen.

Der Nachteil beim Einsatz nur eines Zehn-Wege-\Vemsit die Verbindung zwischen den
Positionen vier und neun (Abbildung 36). Durch diegerbindung verlangert sich die
Schleife a. Durch die Reduzierung des Volumens Verbindung 4-9 und Anpassung der
Modulationszeiten oder der Schleifenlange kénnene dAuswirkungen dieses
Verbindungsstlcks allerdings soweit reduziert weydiass sie vernachlassigbar sind. Fur die
folgende Untersuchung wurde dennoch eine Schaltonity zwei Zehn-Wege-Ventilen
eingesetzt, um auch diesen Effekt auszuschlie3eh das System so Ubersichtlich wie
maoglich zu gestalten.

Die Funktionsweise der MSR mit zwei Zehn-Wege-\Mentiist mit dem in Abbildung 36
gezeigten System identisch. Statt einer Sédule weirte Kapillare eingebaut und mit 1 %iger
Ameisensaure geflutet. Die Ameisensaure dient zetelkion von Flussigkeitsverlust aus
dem Kreislauf. Als Eluent wurde Wasser einges@&et. Detektor wurde nicht im Kreislauf,

sondern am Ende des Systems positioniert. Wenn gemgiiure den Kreislauf verlasst, kann
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diese mit einem UV-Detektor bei 225 nm detektierterden. Die genaueren

Versuchsbedingungen sind im experimentellen Teitheeben.

Eluent
Vorrat

A | Pumpe] Injektor

Schleife a

Detektor Abfall

Eluent
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B | Pumpe| Injektor

Detektor Abfall
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Modulatjon .
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Abbildung 37: MSR-HPLC. A und B: Schaltung mit 2 Zehn-Wege-Ventilen. An Stelle einer Saule wurde
eine Kapillare eingebaut und mit 1 % Ameisensaure gflutet. Als Eluent wurde Wasser eingesetzt. C:
Chromatogramm der Recycling HPLC. Bei jeder Modulaion verlasst ein Teil der Ameisensdure den
Kreislauf (regelmafig auftretende Peaks). Nachdemas Recycling gestoppt wurde, verlasst die restliche
Ameisensaure das System.

In Abbildung 37 C ist ein Chromatogramm einer selthMSR-Analyse dargestellt. Die

regelmafig auftretenden Peaks zeigen, dass mit ddéulation ein Teil der Ameisensaure
den Kreislauf verlasst. Am Ende des Recyclingprezesvird die verbliebene Ameisensaure
mit dem Eluent aus dem System gespult (breiter RealEnde des Chromatogramms). Der
Grund fur das Austreten der Ameisensdure wahrensl Recyclingprozesses ist die
Durchmischung des Eluats mit dem frischen Eluentdan Kapillaren [13]. In den

Sammelschleifen kommt es zur Ausbildung eines mdisdhen Stromungsprofils an der
Grenze zwischen frischem Eluent und dem Eluat arsSéwule. Dies fuhrt zu einer nicht
gewinschten Durchmischung in den Kapillaren (K&pRel.1l). Die Grenze zwischen

frischem Eluent und Eluat wird unscharf. Eine schgsche Darstellung von diesem

Sachverhalt ist in Abbildung 38 gezeigt. Bei deh&tvorgangen erfolgt dagegen ein gerader
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Schnitt. So wird ein Teil des Eluats aus dem Kaeishusgeschleust (mit Kreuzen markierte
Flachen) und frischer Eluent dringt in den Krei$lain (mit Dreiecken markierte Flachen).
Dies macht die Verwendung eines solchen Systemdeauérsten Blick sehr anfallig.

— Modulation —> Schleife

FE

;+++
i+
T T .
Eluat

Frischer Eluent

Abbildung 38: Schematische Darstellung des Eluatsider Sammelschleife mit Schaltvorgdngen.

Der Verlust des Eluats aus den Sammelschleifen aich in der LC x LC beobachtet. Die
vollstandige Uberfiihrung der Fraktionen in die aZeeDimension kann dabei allerdings
sichergestellt werden, indem die verwendeten Puobibeiéen geringflgig gréf3er sind als das
Fraktionsvolumen [175]. Durch den deutlich gré3dgfarss in der zweiten Dimension kommt
es bei der LC x LC zur vollstandigen Uberfiihrung desammelten Fraktion auf die zweite
Saule. In der MSR st dies nicht mdglich. Die Vengeng von Probeschleifen, die grof3er
sind als das Fraktionsvolumen, wirde zu einer niolisténdigen erneuten Injektion fihren.
Wie in Abbildung 38 ersichtlich ist, existiert keirscharfe Grenze zwischen frischem Eluent
und Eluat. Dies zeigen auch die experimentell gew@arDaten in Abbildung 39 mit Einsatz
des in Abbildung 37 gezeigten Systems. Um den gedus dem System in Abhangigkeit der
Schleifenfillung zu quantifizieren, wurde das Vdiia der Peakflache der austretenden
Ameisenséure in der letzten Modulation zur verldiedn Ameisenséure betrachtet. Dabei
wurde die Zahl und die Dauer der Modulationen kamisigehalten. Nur der Fluss wurde
variiert, um die Fullrate der Schleife zu andernchA wenn der Fluss exakt auf das Volumen
der Schleifen abgestimmt wurde (100 %), konnteielst verhindert werden, dass mehr als
3 % des Eluats verloren gingen. Der Verlust destSluvariiert am Optimum aber nur gering.
Selbst bei einer Abweichung der SchleifenfullungziB% vom Optimum betrug der Verlust
nur maximal 4 %.

Dieses Verhalten ist dhnlich mit dem von Seely én HC x LC beschriebenen Phanomen
.incomplete sampling of the first dimension* [5@abei wurde die Reproduzierbarkeit der

Messungen in Abhangigkeit des Injektionsvolumema Bammelvolumen betrachtet [50].
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Verlust [%)]
'_."
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Fillung der Schleifen [%]

Abbildung 39: Verlust des Eluats aus dem Kreislaufn Abhangigkeit von der Fullrate der Probeschleifen
Temperatur: 50 °C, Schleifenvolumen: 130 pL, Modultéonszeit 0,50 min, Fluss: 235 uL/min bis 285
pL/min.

Die Reproduzierbarkeit der Messungen wurde duretStieuung eines Transferkoeffizienten
bestimmt. Dieser Transferkoeffizient beschreibt ditative Ubertragung der gesammelten
Fraktion aus der ersten in die zweite Dimension uathndert sich je nachdem wie die
Fraktionierung im Bezug zum Peak durchgefuihrt wutdeit Seely betragt die Streuung des
Transferkoeffizienten weniger als 0,1 % fur alle giéhe Ubertragungsraten, wenn die
Modulationszeit der ersten Dimension hdchstensldagache der Standardabweichung der
Peaks betragt [50]. Dies ist in Ubereinstimung eies Grundregel der LC x LC: mindestens
3 bis 4 Modulationen pro Peak der ersten DimenBi@ih Die Streuung sinkt rapide, wenn

die Modulationszeit weiter verkirzt wird.

In der LC x LC ist die Modulationszeit dadurch lsht, dass in der 2. Dimension die

komplette Trennung in dieser Zeit durchgefuhrt veeranuss. Die Modulationszeit in der

MSR ist im Gegensatz zur LC x LC nach unten kaugrdrezt. Es treten allerdings Probleme
in der MSR bei sehr kleinen Schleifen auf:

a) die Anpassung des Flusses auf die Modulationsadi

b) das Totvolumen der Ventile, die dann im Verhaltau den Schleifen einen groferen
Beitrag zum Verlust des Analyten haben.

Die im Folgenden vorgestellten Ergebnisse wurdenMuadulationszeiten von weniger als

1 o der Peaks und Ubertragungsraten von ca. 0,9 Qc# 8es Fraktionsvolumens wird in die
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Saule injiziert) durchgefuhrt. In diesem Fall bgtrédlie Streuung des Transferkoeffizienten
deutlich weniger als 0,01 % und macht den EinsatzMISR zur quantitativen Bestimmung
maoglich.

Einen wichtigen Unterschied zwischen LC xLC und RMSstellt die Wahl der
Sammelschleifen dar. In der LC x LC ist nur daswioén der Schleifen entscheidend. Bei
der MSR sollten dagegen nicht nur Kapillaren migtehst kleinem Volumen, sondern auch
mit kleinem Durchmesser verwendet werden. Wie adsicung 10 (Kapitel 2.1.1)
entnommen werden kann, ist in Kapillaren mit klegme Radius die Differenz zwischen den
Geschwindigkeiten in der Mitte und am Rand der Ka@ geringer, was zu einer geringeren
Durchmischung der Flussigkeit (Hagen-Poiseuillex®ungsprofil) in der Kapillare fuhrt.
Dadurch kommt es zu einem kleineren Verlust an ytealbei der Modulation. Des Weiteren
fuhrt es zur Beibehaltung der Trennung wahrendvtetulation. Im Vergleich zur LC x LC -
bei der die erreichte Trennung in einer Fraktiomloren geht [31], bleibt die erzielte
Trennung in der MSR erhalten.

Die Auswirkungen von geringerer Flussgeschwindigkend Viskositat sind in den
Diagrammen in Abbildung 40 dargestellt. Dabei wuetestelle einer Saule eine Kapillare
eingesetzt. Als Mal3 fur den Verlust aus dem Systard auch hier das Verhaltnis der
Peakflache der austretenden Ameisenséure in deterletModulation zur verbliebenen
Ameisensaure betrachtet. Durch die Erhéhung der p€eamtur wird die Viskositat der
Flissigkeit abgesenkt, was zu einer weniger starkersbildung des parabolischen

Stromungsprofils fuhrt. Dadurch geht weniger Enloren (Diagramm A).

A Abhangigkeit der Ubertragung von der B Abhangigkeit der Ubertragung von dem Fluss
Temperatur
45 35
41 ®
3
35 ¢
- 3] * 2,5
g ¢ g
7 25 :‘ 29 *
(2]
>
>154 >
1
1
05 1 05
0 : ; " 1 0 : ! . . . )
20 40 60 80 100 0 50 100 150 200 250 300
Temperatur [C] Fluss [uL/min]

Abbildung 40: Verlust des Eluats aus dem Kreislaufn Abhangigkeit von der Temperatur bei einem Fluss

von 250 puL/min (A) und dem Fluss bei 70 °C (B); Kailare 35,5 pL; Volumen der Sammelschleifen
16,6 pL.
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In Diagramm B ist der Verlust an Ameisensaure aes dKreislauf in Abhangigkeit vom
Fluss gezeigt. Die Modulationszeit wurde an ders$langepasst, sodass pro Modulation die
Schleifen vollstandig geflutet wurden. Wie zu ergarwar, ist der Verlust bei niedriger
Flussgeschwindigkeit auch geringer.

Beide Darstellungen zeigen, dass durch diese Faktdie Ubertragung beeinflusst werden
kann. Ein verlustfreies Recycling ist jedoch nightglich. Schmalere Kapillaren, eine
kleinere Flussgeschwindigkeit und eine geringerskdsitat reduzieren die Ausbildung des
parabolischen Stromungsprofils. Aus diesem Grunddemu die Experimente bei relativ
geringem Fluss, mit Acetonitril statt Methanol uhéi 50 °C - der hochstzulassigen
Temperatur fur die verwendete Saule - durchgefihrt.

Der Einsatz der MSR zu préparativen Zwecken istangen gezeigtem Grund nicht sinnvoll.
Fur die analytischen Anwendungen eignet sich dicRMIagegen sehr gut. Die Vorteile der

Methode werden im nachfolgenden Abschnitt gezeigt.

4.4.3 Vergleich unterschiedlicher Recycling-Methode n

In diesem Kapitel wird die am weitesten verbreit€eR-Methode der neu entwickelten
MSR-Methode gegeniibergestellt. Der Vorteil der Rbog-Chromatographie und somit der
CLR und MSR ist, dass eine langere Saule simukigd. Jedoch haben die unterschiedlichen
Funktionsweisen der Methoden einen Einfluss aufRBeakverbreiterung, die auRerhalb der
Saule stattfindet. So werden im Folgenden die kenieBodenzahlen und Auflésungen
verglichen.

Die Qualitat der Trennung beider Systeme wurde @hltier Enantiomertrennung von R(-)-
Carvon und S(+)-Carvon untersucht. Die Trennunglgié bei beiden Verfahren auf der
gleichen B-Cyclodextrin-Phase und unter gleichen Versuchsigeoigen (Fluss, Eluent,
Temperatur, Injektionsvolumen). Fir beiden Methodemde auch das gleiche Zehn-Wege-
Ventil - allerdings unterschiedlich geschaltetngasetzt (Abbildung 41).

In beiden Schaltvarianten wurde der Detektor naeh SHule in den Kreislauf eingebaut.
Somit wurden die Analyten jedes Mal detektiert, were die S&ule verlieRen. Das Recycling
wurde fur jede Methode sechs Mal durchgefiihrt. bibikdung 42 sind die Chromatogramme
der Trennungen gezeigt. Es ist deutlich erkenrdass die Trennleistung der MSR besser ist,
als die der CLR. Der Grund dafir ist die Peakvetrbneng durch den Pumpvorgang in der
CLR.
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Abbildung 41: Schematische Darstellung der Schaltun der MSR und CLR. Das Recycling bei der MSR
erfolgt indem das Ventil zwischen den Positionen And B in regelmaRigen Abstdnden geschaltet wird.
Das Recycling bei der CLR wird nach der Injektion @osition A) durch das Schalten des Zehn-Wege-
Ventils in Position B gestartet. Solange das Ventih Position B ist, erfolgt Recycling. Durch das Swlten

des Ventils zuriick in Position A verlassen die Angten das Recyclingsystem.
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Abbildung 42: Chromatogramme zum Vergleich der Tremung mit MSR und CLR.
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Eine quantitative Aussage der erzielten Trennlagtubietet der Vergleich der
chromatographischen Kenngré3en. Hier wurden dieesBpahl und die Auflésung der beiden

Methoden miteinander verglichen. Die Bodenzahl wurdch Gleichung 3 berechnet.

Aufldsun

A Bodenzahl B 9
1,2

40000 A MSR

4 MSR O CLR

O CLR y =5110x- 4396 73 i VSR y=0,4632x - 0,2175

—_MSR R? = 0,9969 R? = 0,993
----CLR

35000

30000

25000

o
o

20000

Bodenzahl
a
Auflésung

15000

o
S

y =0,2638x - 0,0739

10000 R? = 0,9829

I y =2183,9x + 2257,9

% R?=0,998 Y 2 V3 2 5 N~

T
0 1 2 3 4 5 6 7 1 15 2 25 3
Trennungsschritt Wurzel der Trennungsschritte

Abbildung 43: Vergleich der Trennleistung der Systene MSR und CLR. A: Bodenzahl; B: Aufldsung.

Die Bodenzahl fur beide Systeme ohne Recyclingt Ileg ca. 4500 Trennschritten. Mit
jedem Recyclingschritt steigt die Bodenzahl firdeeSysteme um den gleichen Betrag an.
Der signifikante Unterschied besteht aber in deigbihg der Geraden. Bei MSR erhéht sich
die Bodenzahl im Schnitt um 5110 Bdden pro Trenssolritt. Das bedeutet, dass die
Peakverbreiterung wahrend des Recyclingprozessegjgeist als die Peakverbreiterung, die
durch die Injektion verursacht wurde. Nach siebernmungsschritten wird so eine
Bodenzahl von ca. 38000 erreicht.

Anders sieht es bei der CLR aus. Pro Trennungssamioht sich die Bodenzahl nur
um 2184 und ist weniger als die Halfte der Steigbegder MSR und die Halfte von der
Bodenzahl, die bei der Analyse ohne Recycling enteiurde. Diese Tatsache weist auf
starke Faktoren auf3erhalb der Saule hin, die adhelnl Einfluss auf die Peakverbreiterung
haben. Wie schon oben angedeutet, ist der Grunir dli¢ Peakverbreiterung durch den
Pumpvorgang. Nach sieben Trennungsschritten wirdise Bodenzahl von nur ca. 17000
erreicht.

Die Anderung der Bodenzahl hat eine gravierendewdriang auf die erzielte Auflosung
(Abbildung 43 B). Die Auflosung wurde nach Gleiclgubs berechnet und ist proportional zur
Wurzel N (Gleichung 6) und somit zur Wurzel der glierten Saulenlange. Auch dieses kann
im Diagramm bestatigt werden. Nach sieben Trenftsghr wurde mit CLR nur eine
Auflésung von ca. 0,6, bei MSR eine Auflésung van ,0 erreicht.

Ein weiterer wichtiger Faktor zur Beurteilung deys&me ist der Verlust der Analyten

wahrend des Recyclings. Bei dem Vergleich der Réetkén ist festzustellen, dass die
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Flachen der Analyten von Recyclingschritt zu Reieygidchritt geringer werden (Abbildung
44).

Verlust der Analyten Recgcling Analyt  Flache [%)]
1

o o 0 . i 5 (+) Carvon 54.14
ol * \ - o (-) Carvon  45.86
% N 3 (+) Carvon 52.32
S w0l . . (-) Carvon 47.68
3 . 4 (+) Carvon 51.58
o a0 (-) Carvon 48.42
ol 5 (+) Carvon  50.97
AMSR (-) Carvon 49.03
P i ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ (+) Carvon  50.93

0 1 2 3 4 5 6 7 6
Recyklingschritt [n]

(-) Carvon 49.07

Abbildung 44: Links: Summe der Flachen beider PeaksRechts: Prozentuelle Zusammensetzung des
Doppelpeaks nach jedem Recyclingschritt (Bestimmunder Flache bei 240 nm) bei MSR.

Die Peakflachen der beiden Peaks verringern sitleaem Recyclingschritt. Nach der ersten
Modulation betragt die Peakflache bei der MSR murhn90 %. Dieses Verhalten setzt sich
mit jedem Recyclingschritt fort. Der Verlust von #entspricht einer Ubertragungsraten von
0,9 [50]. Die Erklarung fur dieses Phanomen istkiapitel 4.4.2 beschrieben. Im gezeigten
Fall betragt die Sammelzeit weniger als eine Statadaveichung (ca. 0,7). Die Streuung des
Transferkoeffizienten wird dadurch vernachlassigiging (<< 0,1 %) [50].

In Abbildung 44 (rechts) ist die prozentuale Zusaneetzung des Doppelpeaks bei der
MSR-Methode nach jedem Recyclingschritt (BestimmdagFlache bei 240 nm) dargestellt.
Mit hoherer Recyclingzahl wird eine bessere Tremnareielt, sodass zuverlassigere Daten
bei der Integration erhalten werden konnen. Ab d@miten Recyclingschritt sind die
Peakverhaltisse nahezu konstant. Die Restschwankang mit dem Integrationsfehler
erklart werden. Damit wurde das erwartete Verhaltbazliglich des konstanten
Transferkoeffizienten bestétigt und die Reproduoaéteit des Systems gezeigt, wodurch ein
Einsatz dieser Trenntechnik in der quantitativemlik ermoéglicht wird.

Alle gezeigten Recycling-Systeme haben ihre Vod Machteile. Eine Ubersicht dazu ist in
Tabelle 16 zusammengestellt. Aus den gezeigtennBalgaften kann so ein geeignetes

Verfahren fur die jeweilige Fragestellung ausgewaieirden.
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Tabelle 16: Vergleich der Recyclingverfahren in deiChromatographie.

Faktoren Recyclingverfahren
MSR CLR AP [84]
Anzahl der Saulen 1 1 2
Druckkonstanz in der
(den) Saule(n)
Verwendung eines
Standarddetektors ja ja nein
(drucklabil)

Verwendung von

ja ja nein

Pumpen mit grof3em ja nein ja

Totvolumen

Recycling ohne
Peakverbreiterung in der ja nein ja

Pumpe

Verlustfreies Recycling nein ja ja

Einsparmdoglichkeit von ) . .
. nein ja nein
Losungsmittel

Die Methoden CLR und MSR unterscheiden sich dduilicinren Eigenschaften. So ist der
Einsatz der CLR in der praparativer Chromatogragim@voll. Durch die Verwendung der
groRvolumigen Saulen ist die Peakverbreiterung whrdes Pumpvorgangs weniger
wichtig. Der Einsatz der MSR in der praparativerddhatographie ist weniger sinnvoll. Der
Verlust der Analyten bei dem chromatographischez&ss ist ein Nachteil.

Da die MSR-Methode nur geringfiigig zu einer Peabraterung fihrt, kann hier eine
deutlich héhere Trennleistungen erzielt werden. &R kann somit hervorragend zur
Analyse von Substanzen mit ahnlichen Retentionsfakt (z.B. Enatiomere) eingesetzt

werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden verschiedene Saulenschgdtarbei der Flissigchromatographie fur
unterschiedliche analytische Fragestellungen vedeen

So wurde die komprehensive zweidimensionale Flabsmmatographie zur Untersuchung
von Tee eingesetzt. Dabei zeigte ein semiquam@iati/ergleich der Catechingehalte im
Matcha- und Sencha-Tee, dass durch den Konsum \achM ee eine etwa doppelt so hohe
Konzentration an Catechinen aufgenommen wird.

Zur Beurteilung der besten Saulenkombination in d€rx LC wurde ein auf Vektoren
basierendes mathematisches Model entwickelt, mit die Berechnung der effektiven Flache
in einem zweidimensionalen Chromatogramm ermoglightd, unabhangig von der
Komplexitat der Spotverteilungen im Chromatogranivhit diesem Verfahren wurde die
beste Saulenkombination zur Analyse WRadix Angelicae sinensianhand der effektiven
Flache, der Peakkapazitat und der Orthogonalitéitilt. Diese Ergebnisse korrelieren nicht
mit der Saulenwahl, die durch den Neue-Test erhnitterde. Nicht nur die Selektivitat der
Phasen sondern auch die Eigenschaften der Analytéer komplexen Probe bestimmen die
beste Saulenwahl. Somit kommt fur die optimale &skodmbination die Beurteilung der
Trennleistung — unmittelbar aus dem zweidimensemaChromatogramm — eine grol3e
Bedeutung zu.

Es wurde auch die Trennleistung einer on-line LOCxmit einer off-line LC x LC anhand
der Analyse vorRadixAngelicae sinensigerglichen. Dabei zeigte, wie nicht anders erwarte
die off-line LC x LC-Methode eine hohere Peakkafi#z{2683) als die on-line LC x LC
(661). Dies ging jedoch mit einer deutlichen Steigg der Analysenzeit von 5 auf 28
Stunden einher. Bei der Orthogonalitat, dem Venthaan Losungsmittel und der Qualitat der
MS-Spektren konnte kein signifikanter Unterschiestdestellt werden. Der grof3e Vorteil der
on-line Methode ist die héhere Anzahl der detetdirerSubstanzen, da es bei der off-line
Methode wahrscheinlich zum Verlust der flichtigemalten (ca. 30 %) wahrend der
Lagerung der Fraktionen kommt.

Zur  Untersuchung von WeiRwein wurde erstmals eineopdung der
lonenaustauschchromatographie mit der Umkehrphhsematographie (IC-LC x LC)
angewandt. Diese Technik erlaubt die simultane ys®lvon Phenolen, Polyphenolen,
phenolischen Sauren und weiteren Komponenten imnWen Vergleich mit bisher
bekannten Methoden konnte mit dieser Methode eotee lOrthogonalitat erzielt werden.
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AuBBerdem wurde durch die Verwendung von geeigndéikrenten eine Kopplung des
chromatographischen Systems mit einem Massenspaidieo ermdglicht.

Schlie8lich wurde in dieser Arbeit noch eine neuecyRlingmethode fir die HPLC
entwickelt, die zur Trennung von Substanzen mitliéhem Selektivitatsfaktor (z.B.
Enantiomere) geeignet ist. Am Beispiel der Enanéimmtrennung von Carvon wurde u.a. der
Vorteil dieser Methode — die geringe Peakverbrertgrwahrend des Recyclingprozesses —
im Vergleich mit der CLR-Methode gezeigt.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Gerate

6.1.1 Flussigchromatographische Systeme

UHPLC-System
Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandHmhisburg (D)

Kommunikationsmodul Prominence Communications MedtiBM — 20A
Degasser Prominence Degasser DGU — 10AS

drei HPLC — Pumpen Prominence LC — 20AD xr

Autosampler Prominence Autosampler SIL — 202 XR
Saulenofen Prominence Column Oven CTO — 20A
Detektor Prominence DAD SPD — M20A

Steuerungs- und . .

Auswertesoftware Shimadzu LC-Solution 1.24

HPLC-System
Alliance 2690 Separations Module, Waters Corponatidilford (USA)
System ‘ Alliance 2690 Separations Module

Steuerungs- und _ _
MassLynx 4.0, Waters Corporation, Millford (USA)

Auswertesoftware

IC-System

Metrohm 850 Professional IC, Metrohm AG, Herisatd]C

System ‘ AnCat — MCM-HC — MCS - 2.850.3040

Steuerungs- und ™
MagIC Net
Auswertesoftware
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6.1.2 Massenspektrometer

Massenspektrometer Massenspektrometer Micromass Q-Tof UltimaTM API,
Micromass Waters Corporation, Millford (USA)
Stickstoffgenerator Nitrogen Generator, PEAK SCIENTIFIF, Inchinnan (UK)

Steuerungs- und
Auswertesoftware

6.1.3 Sonstige Geréate

Zentrifuge

MassLynx 4.0, Waters Corporation, Millford (USA)

Mini-Spin-Tischzentrifuge [max.13400 rpm/min],
Eppendorf Hamburg (D)

Thermomixer und Zubehor

Thermomixer comfort incl. 2 mL Aufsatz,

Eppendorf Hamburg (D)

Speed Vac Jouan

RC 1022, Jouan, Saint Herblain (F)

Kryostat

RCT 90 Jouan Saint Herblain (F)

Drehschieberpumpe

Pascal 2005 SD Alcatel Vacuum Technology Annecy
Cedex (F)

Olabscheider

OME 25 S Alcatel Vacuum Technologyday Cedex (F)

Wasseraufbereitungsanlag

D

-

TKA 08.2207 Niederejbert (D)
Reinheit von 18,18 2 / cm, TOC <5 ppb

Feinwaage BP 221S

d = 0,1mg Sartorius, Gottinggn (D

Analysenwaage EMB 600-2

D

d = 10 mg Kern & Sohn GmB&lingen-Frommern (D)

Transferpiepettéh

[100 — 1000 pL, 10 — 100 pL, 1 — 10 pL Brand,
Wertheim (D)

pH-Meter

Beckmarp 350, Beckman Coulter, Krefeld (D)

pH-Standardelektrode

511052, Beckman Coulter, ki)

Gefrierschrank

Liebherr Comfort G 2771, Liebherch®nhausen (D)

Kihlschrank

Liebherr Premium K 2650, Liebherr, Gatisausen (D)

Ultraschallbad

Merk eurolab USR 54 H, Merck eurdBabchsal (D)

Trockenschrank

T 6 [1,22] Heraeus, Hanau (D)

Spritzenpump®lus 11

Harvard Apparatus, Holliston, (USA)

Switchos Il

Advanced Microcolumn Switching Unit,
LC Packings (NL)
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6.1.4 Software

Textverarbeitung

MS-Word 2002

Tabellenkalkulation

MS-Excel 2002

Prasentation

MS-PowerPoint 2002

Grafikgestaltung

ACD/ChemSketch 12.01

Zweidimensionale
Auswertesoftware

GC Image v. 1.9b5

LCxLC-MS_3 5 1 auf Basis von Labview
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6.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Standards fir den Neue-Test

Uracil Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)
Naphthalen Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)
Acenaphthen Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)
Propranolol Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)
Amitriptylin Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim XD
Butylparaben Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D
Dipropylphthalat Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steimhé&D)

Die eingesetzten Standards bei der Kopplung voarionromatographie mit

Umkehrphasenchromatographie

Nicotinsaure

Fluk& AG Buchs (CH)

Benzoesaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)

Phthalaldehydséaure

Merck-Schuchard OHG Hohenbrdhn (

4-Hydrophenylsaure

Merck-Schuchard OHG Hohenbrin (

4-Hydroxybenzoesaure

FIuk&\G Buchs (CH)

2-Methylbenzoesaure

Bayer AG Leverkusen (D)

2,6-Dihydroxybenzoeséaure

Sigma-Aldrich Chemie Gngieinheim (D)

4-Metyloxyphenylessigsaure

FItkaG Buchs (CH)

Gallussaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)

L-Ascorbinsaure (Natrium-Salz)

Acros organics G&gl

Salicylsaure (Natrium-Salz)

Bayer AG Leverkusen (D)

(+)-Catechin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinhein) (D

Zitronensaure

Merck-Schuchard OHG Hohenbrunn (D)

Weinsaure (Di Natrium Salz)

Merck-Schuchard OHG étdrunn (D)
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Eluent

Acetonitril HiPerSolv Chromanorm for HPLC
LC-MS grade, VWR Leuven (B)
Fisher Scientific GmbH, HPLC-Grade,
Schwerte (D)

Methanol HPLC grade Fisher Loughborough (UK)

Sonstige Chemikalien
NHsHCO;

Acros Organics fur HPLC, New Jersey (USA)

HiPerSolv Chromanorm Fontenau-sous-Bois (F)

Fluka® AG Buchs (CH)

(NH4)CGOs

Fluka® AG Buchs (CH)

Universalindikator pH 1-14

Merck-Schuchard OHG Habreinn (D)

Uracil Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)
Coffein Fluk& AG Buchs (CH)

KoHPO, Merck KGaA Darmstadt (D)

KH.PO, Merck KGaA Darmstadt (D)

Ameisensaure FIuKaAG Buchs (CH)

R(-)-Carvon Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)

S(+)-Carvon

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim (D)
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Verbrauchsmaterial

HPLC/GC-Vial Vials WE 9408, Flasche G1, klar, CS-
Chromatographie Servia GmbH,
Langerwehe (D)

Schraubdeckel fur HPLC/GC-Vial Schraubkappe G8-L WE 9186, CS-
Chromatographie Service GmbH,

Langerwehe (D)

Dichtscheibe fir HPLC/GC-Vial Dichtscheibe G8 WEDI8, CS-
Chromatographie Service GmbH,
Langerwehe (D) und

Dichtscheibe G8-Sil, WE 10969, CS-
Chromatographie Service GmbH,
Langerwehe (D)

Mikroeinsatz ME G27 mit Rand, CS Chromatographie
Service GmbH, Langerwehe (D)

Pipettenspitzen Pipettenspitzen 200 gelb, Sarstedt AG &
Co., Numbrecht (D)

Pipettenspitzen 125@, Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht (D)

Plastikbrand 5 mL, BRAND GmbH & Co
KG, Wertheim (D)

Eppendorf-Cups Safe-Lock Tubes, 1,5 mL, Eppend&f A
Hamburg (D)

Safe-Lock Tubes, 2 mL, Eppendorf AG,
Hamburg (D)

Einmalspritze 2 mL, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Spritzennadel Spritzennadel, Sterican, Braun, Mgjsua (D)
Einmalspritze Einmalspritze, 1 mL, Omnifix
F, Braun, Melsungen (D)

Spritzenvorsatzfilter PTFE, Oi&n, CS Chromatographie Service
GmbH, Langerwehe (D)
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6.3 Methoden

6.3.1 Aufbau eines on-line komprehensiven zweidimen  sionalen
HPLC Systems
Vergleich der Saulen fur die zweite Dimension
Verwendete Saulen
Dimensionen Partikel Hersteller
Kinetex” RP 18 3 mm x 30 mm 2,6 um Phenomenex
Kinetex” RP 18 3 mm x 50 mm 2,6 um Phenomenex
Kinetex’ RP 18 4,6 mm x 30 mm 2,6 um Phenomenex
® Advanced Materials
Halo” RP 18 3 mm x 30 mm 2,7 um
Technology
Chromoliti® RP 18 3 mm x 30 mm monolithische Saure Merck

Methode 1: Versuchsbedingungen.

Vergleich der Sauidir die zweite Dimension.

Injektion 25 uL
Probe Uracil 10 mg/L, Coffein 10 mg/L in Wasser
Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandHsmb
System )
Duisburg (D)
Fluss 2,25 mL/min oder 3,00 mL/min
Temperatur 50 °C
. Injektion nach eine Minute Vorlauf.
Analysenzeit

Gradientzeit 1 min oder 2 min

Linearer Gradient

Zeit H,O MeOH 1 % HCOOH
[min] [%] [%0] [%0]

Start 85 5 10
Ende 60 30 10

Detektor

Shimadzu Prominence DAD SPD — M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz
Time constant 0,025
Temperatur 50 °C

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24

94



Experimenteller Teill

Durchfiihrung des Neue-Tests

Verwendete Saulen

Bezeichnung Dimensionen Fluss Hersteller
KinetexX’ PFP 21 mmx 150 mm 1,7 um 0,1 mL/min Phenom@nex
Luna® CN 2,0 mm x 150 mm 3,0 um 0,25 mL/min Phenom@&nex
MN CN 2,1 mm x 250 mm 3 um 0,25 mL/min Macherey 8lag
Kinetex’ RP 18 3 mm x 50 mm2,6 um 0,6 mL/min Phenom&nex
Methode 2: Versuchsbedingungen Neue-Test [68].
Injektion 1 uL, Probe
Uracil 1,7 mg/L,
Naphthalen 2,5 mg/L,
Acenaphthen 17 mg/L,
Propranolol 37 mg/L,
Probe Amitriptylin 23 mg/L,
Dipropylphthalat 40 mg/L,
Butylparaben 1,8 mg/L,
in Wasser
Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandHsmb
System :
Duisburg (D)
Temperatur 30 °C
. 35 % (20 mM KHPO/KH,PO,, pH 7,00 in Wasser)
Isokratisch 65 % Methanol
Detektor Shimadzu Prominence DAD SPD — M20A
UV 220-400 nm
. Sampling 40 Hz
Detektoreinstellungen Time constant 0.025
Temperatur 50 °C
Steuerungs- und Shimadzu LC-Solution 1.24
Auswertesoftware
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Untersuchung von Tee

Probenvorbereitung

Matcha-Tee

Der verwendete Matcha-Tee ist ein griner Tee (Giieem No. 726) von Tee Gschwender
(Wuppertal, Deutschland). Zunachst wurden ca. 0,Maicha-Tee in 10 mL 10 %iger
Methanollosung suspendiert. Anschlielend wurde @&mbe ca. 15 Stunden bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die Probe wurde zwegien2lmin bei ca. 13000 Umdrehungen
pro Minute zentrifugiert, abdekantiert und durct2 @m PTFE Filter filtriert. Bei der

LC x LC-Analysen wurde die Probe ohne weitere Augiieng eingesetzt.

Sencha-Tee

Bei dem verwendeten Sencha-Tee handelt es sichfallsenm einen Tee der Firma Tee-
Gschwender (Japan Sencha Extra Fine, Probierppitinn705).Es wurden ca. 1,1 g Sencha-
Tee in einem Erlenmeyerkolben eingewogen und mim2070 °C warmen, entionisierten
Wasser versetzt. Nach 2 min wurde der Extrakt b rh]-Eppendorf-Cups gegeben und
zweimal je 2 min bei ca. 13000 Umdrehungen pro Mareentrifugiert. AnschlieRend wurde
die Probe durch einen Spritzenvorsatzfilter (@ filtriert und 9 mL des Filtrats wurden mit
1 mL 10 %iger Methanolldsung versetzt. NachdemRtebenl6ésung gut durchmischt war,

wurden ca. 1 mL in ein Proben-Vial Uberfuhrt.

Verwendete Saulen:

ProntoSIL 100-5-CN 2 (3.0 mm x 190 mmy&) Bischoff,

Saule erste Dimension Leonberg (D)

Halo C18 (4.6 mm x 30 mm, 2uMm), Advanced Materials

Saule zweite Dimension Technology (USA)
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Methode 3: LC x LC-Analyse von Matcha- und Sencha-g&e.

Injektion

| 10 pL, Probe

Erste Dimension

Corporation, Milford (USA)

HPLC-System Alliance 2690 Separations Module, WWater

Fluss 0,050 mL/min

Temperatur 50 °C
Zeit Wasser Methano 1 % Ameisensaure
[min] [%0] [%0] [%0]

. . 0 60 0 40

Linearer Gradient 20 0 0 20
240 30 30 40
300 20 40 40

Modulation

10 Wege-ventil, Rheodyne
IDEX Health & Science Wertheim-Mondfeld (D)

Modulationszeit

2,00 min

Schleifen

100 pL

Zweite Dimension

Duisburg (Germany)

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandH5mb

Fluss 3,00 mL/min

Temperatur 50 °C
Zeit Wasser Methano 1 % Ameisensaure
[min] [%0] [%0] [%0]
1,03 55 5 40
2,25 10 50 40

Linearer Gradient 2,35 0 60 40
2,45 0 60 40
2,50 20 40 40
2,80 55 5 40
3,01 55 5 40

Detektor 1

Shimadzu Prominence DAD SPD - M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz Time constant 0,625
Temperatur 50 °C

Detektor 2

Massenspektrometer Micromass Q-TohdiM API

Detektoreinstellungen

Fluss reduziert auf ca. 150 pl/min
ESI -

100 — 1000 u

Capillary 1,9 kV

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24
MassLynx 4.0, Waters Corporation, Millford (USA)

Auswertesoftware

GC Image v. 1.9b5
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Methode 4: LC x LC-Analyse von Matcha- und Sencha-&e. MS-Einstellungen, Bestimmung der

Prazisionsmassen.

Massenspektrometer Micromass Q-Tof UltimaTM API

Messmodus ESI-, W-Modus
Split 1:20
Massenbereich 100-1000 Da
Kapillarspannung 1,9 kV

Temperatur der lonenquelle| 120 °C
Desolvatationstemperatur | 180 °C
TOF-Spannung 10,5 kV
Reflectron 28,00 kV
Pusherzyklus 35us
MCP-Spannung 2100 V
Collisionsenergie 2V

Referenz Phosphorsaure
Switchlock 4s/1s

Methode 5: LC x LC Analyse von Matcha- und Sencha-&e. MS-Einstellungen, MS-MS Fragmentierung

Massenspektrometer Micromass Q-Tof UltimaTM API

Messmodus ESlI-, V-Modus
Split 1:20
Massenbereich 100-1000 Da
Kapillarspannung 1,9 kv
Temperatur der lonenquelle| 120 °C
Desolvatationstemperatur | 180 °C
TOF-Spannung 9,1 kV
Reflectron 36,00 kV
Pusherzyklus 35us
MCP-Spannung 2100 V
Collisionsenergie 18V
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6.3.2 Bestimmung der Peakverteilung bei zweidimensi  onalen Analysen

Probevorbereituniadix Angelicae sinenesis

Ca. 200 mg gepulverteRadix Angelicae sinenesisurden eingewogen und mit 2,0 mL
Extraktionsmittel (Methanol/Wasser 50 % / 50 %)setrt und eine Stunde geschittelt. Nach
der Filtration durch PTFE 0,2 um wurden 400 pL laiswnter Vakuum eingedampft und
wieder in 200 pL Wasser aufgenommen. Die Suspensimde zweifach bei 13.000 rpm
zwei Minuten lang zentrifugiert. Der klare Uberstanurde nochmals durch PTFE 0,2 um

filtriert.

Verwendete Saulen:

on-line LC x LC
Erste Dimension

Luna 3pu CN 100A 3um 150 x 2,0 geschitzt durch
KrudKatscher ultra (Phenomenex, Aschaffenburg, D)
Kinetex® 1,7y PFP, 100A 1,7 um 150 x 2,1 mm geschiitzt
durch KrudKatscher ultfa

Phenomené% Aschaffenburg (D)

Nucleoduf 100-3CN-RP 3um, 250 x 2,0 mm, geschiitzt
durch 100-3CN-RP 3um 8 x 2,0

Macherey-Nagel, Duren (D)

Séaulen

Zweite Dimension

Kinetex® 2,6p C18, 100A 2,6 um 50 x 3,0 mm geschiitzt
Séaule durch KrudKatscher ultfa
Phenomené% Aschaffenburg (D)

off-line LC x LC
Erste Dimension

Kinetex® 1,7y PFP, 100A 1,7 um 150 x 2,1 mm geschiitzt
Séaule durch KrudKatscher ultfa
Phenomené% Aschaffenburg (D)

Zweite Dimension

Kinetex® 2,6p C18, 100A 2,6 um 50 x 3,0 mm geschiitzt

Saule durch KrudKatscher ultfaPhenomenék Aschaffenburg (D)
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on-line LC x off-line LC x

Pumpe A: 25 pL/min Pumpe B: 62,5 pL/min
\Injektor ~T T [ 7T : :
' Injektion i |
¢ 0L . 0l _______l__!

1.D

)

Pumpe B: 2250 pL/min Pumpe B: 400 pL/min

ainiaind I Akttt 1| Pumpe A: 37,5 pL/min

___________________

Modulator i . - '
: R EEEEEE R R () Injektor !

i

' i
1 1
! Fraktionen Fraktionssammler |
1 1
1 1
! Fraktionen H Hl
1 1
1 1
! L

und Injektion i ! Injektion
25 uL ! i 10 pL
! 100 pL N
2.D 2.D
spit | Y spit | YV
1/20 1/3
—| Fluss: _| Fluss:
MS ca. 0,11 ca. 0,13
mL/min MS mL/min

Abbildung 45: Schematischer Vergleich des on-linend off-line LC x LC-Systems. Pumpe A: Alliance
2690 Separations Module, Waters Corporation, Milfod (USA). Pumpe B: Shimadzu Prominence 20 xr,
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg (D).
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Methode 6: On-line LC x LC-Analyse vonRadix Angelicae sinenesis

Injektion

| 10 pL, Probe

Erste Dimension

HPLC-System Alliance 2690 Separations Module, WWater
Corporation, Milford (USA)

Fluss 0,025 mL/min

Temperatur 50 °C
Zeit Acetononitril HO
[min] [%0] [%0]

0 0 100

Linearer Gradient 50 0 100
150 25 75
270 90 10
300 90 10

Modulation

10 Wegeventil, Rheodyne
IDEX Health & Science Wertheim-Mondfeld (Germany)

Modulationszeit

1,00 min

Schleifen

26 uL

Zweite Dimension

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandiEmb
Duisburg (Germany)

Fluss 2,25 mL/min

Temperatur 50 °C
Zeit H,O MeOH 1% HCOOH
[min] [%] [%0] [%0]
1,01 85 10 5
1,05 85 10 5

Linearer Gradient 1,70 25 70 5
1,75 5 90 5
1,80 5 90 5
1,85 85 10 5
2,00 85 10 5

Detektor 1

Shimadzu Prominence DAD SPD - M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz Time constant 0,625
Temperatur 50 °C

Detektor 2

Massenspektrometer Micromass Q-Toh#iM API

Detektoreinstellungen

Fluss reduziert auf ca. 100 pl/min
ESI+

100 — 1000 u

Capillary 2,08 kV

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24
MassLynx 4.0, Waters Corporation, Millford (USA)

Auswertesoftware

GC Image v. 1.9b5
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Methode 7: Off-line LC x LC-Analyse vonRadix Angelicae sinenesis

Erste Dimension

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandEmb
Duisburg (D)

Injektion 50 uL, Probe
Fluss 0,0625 mL/min
Temperatur 50 °C
Zeit Acetononitril HO
[min] [%0] [%0]
0 0 100
Linearer Gradient 12 0 100
60 25 75
100 90 10
120 90 10

Fraktionierung

HPLC-System Alliance 2690 Separations Module, WWater

Hilfsfluss Corporation, Milford (USA)
Lésung 1 % Ameisensaure in Wasser
Fluss 0,0375 mL/min

Fraktionssammler

Shimadzu FRC-10A Shimadzu Deutschland GmbH,
Duisburg (D)

Modulationszeit

1,00 min

Fraktionsvolumen

100 pL

Zweite Dimension

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandEmb
Duisburg (Germany)

Injektion 10 pL, Fraktion
Fluss 0,400 mL/min
Temperatur 50 °C
Zeit H,O MeOH 1 % HCOOH
[min] [%0] [%0] [%0]
0 85 10 5
. . 10 25 70 5
Linearer Gradient 11 5 90 5
12 5 90 5
13 85 10 5
15 85 10 5

Detektor 1

Shimadzu Prominence DAD SPD - M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz Time constant 0,625
Temperatur 50 °C

Detektor 2

Massenspektrometer Micromass Q-Toh#iM API

Detektoreinstellungen

Fluss reduziert auf ca. 120 pl/min
ESI +

100 — 1000 u

Capillary 2,08 kV

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24
MassLynx 4.0, Waters Corporation, Millford (USA)

Auswertesoftware

LCxLC-MS_3 5 1 auf Basis von Lakwi
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6.3.3 Komprehensive zweidimensionale Analyse von We i3wein

Probenvorbereitung Weil3wein:

Untersucht wurde Riesling, feinherb 2011 Mosel ,fféher St. Michael* vom ortlichen
Markt (Lidl). Die Probe wurde unmittelbar vor den@lyse hergestellt. Die Flasche wurde
dafir geoffnet und 10 mL Wein enthnommen. Zu 10 mleiwwurden 0,75 mL 1 M
(NH4).COs LOsung zugegeben. Nach einem kurzen Entgasen Itnggsthal betrug der pH-
Wert ca. 6,5. Der pH-Wert wurde mit pH-Papier tbéftp Nach der Filtration durch PTFE-

Filter stand die Losung zu Analyse bereit.

Verwendeten Saulen bei der IC x LC-Analyse

Erste Dimension

2 mal SAX PhenoSphetép 150 mm x 2,0 mm geschiitzt
durch Vorsaule PhenomerfeAschaffenburg (D)

Kinetex® PFP 2,6 pm 30 mm x 3,0 mm
Saule / Saulenkombinationen Phenomenéx Aschaffenburg (D)
2 mal SAX PhenoSphéetéu 150 mm x 2,0 mm geschiitzt

durch Vorsaule und Kinet&PFP 2,6 pm 30 mm x 3,0 mm
Phenomené% Aschaffenburg (D)

Zweite Dimension

Kinetex® 2,6 XB-C18, 100A 2,6 pm 50 x 3,0 mm geschiitzt

Saule durch Vorsaule PhenomerfexAschaffenburg (D)
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Methode 8: IC-LC x LC.

Erste Dimension

Methrom 850 Professional IC, Meth®&G, Herisau (CH)

Injektion 20 pL, Probe mit (Np,COs auf pH 6,5 eingestellt
Fluss 0,09 mL/min
Temperatur 30 °C
. 91 mmol/L NHHHCOO in
Zelt | 9.1 9/90,9% MeOH / pO H0
[min] [%] [%0]
, . 0 13 87
Linearer Gradient 10 13 87
60 100 0
120 100 0
130 13 87
Spritzenpumpe Plus 11Harvard Apparatus, Holliston, (USA)
Losung 2,6 mol/L Ameisensaure
Fluss 0,01 mL/min
Modulation 10-Wege-Ventil, Rheodyne
IDEX Health & Science Wertheim-Mondfeld (Germany)
Modulationszeit 1,00 min
Schleifen 100 pL

Zweite Dimension

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandHEmb
Duisburg (Germany)

Fluss 2,25 mL/min

Temperatur 50 °C
Zeit H,O MeOH 1 % HCOOH
[min] [%0] [%0] [%]
1,00 95 0 5
1,10 95 0 5

. . 1,20 85 10 5

Linearer Gradient 1.60 45 ) 5
1,65 5 90 5
1,70 5 90 5
1,80 95 0 5
2,00 95 0 5

Detektor

Shimadzu Prominence DAD SPD - M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz Time constant 0,025
Temperatur 50 °C

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24

Auswertesoftware

GC Image v. 1.9b5
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6.3.4 Erstellung einer Moving Solvent Recycling-Chr ~ omatographie

Methode

Methode 9: Studie zur nichtvollstandigen Ubertragury von Fraktionen bei der Moving Solvent Recycling

Chromatographie.

Eluent
Vorrat

Pumpe| Injektor

Saule

Detektor Abfall

Schleife b

Chromolitl® speed ROD RP-18e 50 x 4,6 mm
Merck Darmstadt (D)

vor dem Beginn gefullt mit:

1 % Ameisensaure / 30 % MeOH / 69 % Wasser

Schleife aund b

Kapillare PEEK 0,25 mm ID x 2650 = 130 pL

Zehn-Wege-Ventile

Switchos Il LC Packings (NL)

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandEmb

System Duisburg (D)
Temperatur 50 °C
Fluss: von 0,230 mL/min bis 285 mL/min
Isokratisch 0,5 % Ameisenséaure / 30 % MeOH / 69 W/&sser
Detektor Shimadzu Prominence DAD SPD — M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz
Time constant 0,025
Temperatur 50 °C

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24

105



Experimenteller Teill

Methode 10: Studie zur nichtvollstandigen Ubertragmg von Fraktionen bei der Moving Solvent Recycling

Chromatographie.

Eluent
Vorrat

Pumpe| Injektor

Saule

Detektor Abfall

Schleife b

Kapillare PEEK 0,3 mm ID x 500 mm V = 35,5 uL
vor dem Beginn geflutet mit 1 % Ameisensaure

Schleife aund b

Kapillare PEEK 0,13 mm ID x 1250 = 16,6 pL

Zehn-Wege-Ventile

Switchos Il LC Packings (NL)

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandH5mb

System Duisburg (D)
Temperatur 30 °C, 50 °C, 70°C
Fluss 0,125 mL/min, 250 mL/min
Isokratisch Wasser
Detektor Shimadzu Prominence DAD SPD — M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz
Time constant 0,025
Temperatur 50 °C

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Shimadzu LC-Solution 1.24
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Methode 11: Vergleich unterschiedlicher Recycling Mthoden

MSR Eluent
Vorrat
Schleife CLR
Eluent ‘
Vorrat ; Pumpe
|| 9 8 : 90 8 P
Pumpe ’ 7
Saule L . Séaule
Injektor : 4 Abfall 6
Detektor Detektor
2 3 5
Abfall s 4 Injektor
o

Schleife b

Allgemeine Versuchsbedingungen:

Injektion

1 L, 0,01 % R(-)-Carvon und S(+)-Carvon
geldst im Eluent

Saule

NucleodeX B-OH EC 200 x 4 mm
Macherey Nagel, Diren (D)

Zehn-Wege-Ventile

10 Wegeventil, Rheodyne IDEX Health & Science
Wertheim-Mondfeld (Germany)

Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu DeutschlandiEmb

System Duisburg (D)
Temperatur 50 °C
Fluss: 0,470 mL/min
Isokratisch 30 % ACN / 69 % Wasser / 1 % Ameisersau
Detektor Shimadzu Prominence DAD SPD — M20A

Detektoreinstellungen

UV 220-400 nm
Sampling 40 Hz
Time constant 0,025
Temperatur 50 °C

Steuerungs- und
Auswertesoftware

Versuchsbedingungen MSR:
Schleife aund b

Shimadzu LC-Solution 1.24

Kapillaren: Stahl 0,25 mm ID x @6dm V = 130 pL

Verbindung 4-9

Kapillare: Stahl 0,13 mm ID x 150 rivhe 1,3 pL

Schaltintervale

0,28 min
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7 Anhang

Tabelle 17: Vergleich der Saulen fur die zweite Dignsion anhand von Coffein.

. . . Retention Breite Boden- Peak- Druck-
RP 18 Dimension Gradient Flow Uracil Koffein Koffein w;, Koffein zahl kapazitat abfahl
Saule
[mm] — [min] LT.% [r(rﬁ?r)q [(r';](::r?] [r(ﬁi?q (ming N n [bar]

Kinetex' 3x30 1 2,25 1,107 1,625 0,518 0,021 3377 28 300
Kinetex® 3x30 1 3,00 1,086 1,545 0,459 0,021 2651 28 425
Kinetex’ 3x30 2 225 1,106 1,780 0,674 0,025 4034 47 310
Kinetex® 3x30 2 3,00 1,081 1,665 0,584 0,030 2103 39 425
Kinetex" 3x50 1 2,25 1,151 1,825 0,674 0,027 3458 22 530
Kinetex” 3x50 1 3,00 Keine Messung durchgefuhrt
Kinetex® 3x50 2 2,25 1,147 2,062 0,915 0,039 3055 30 530
Kinetex” 3x50 2 3,00 Keine Messung durchgefuhrt
Kinetex" 4.6x30 1 2,25 1,192 1,905 0,713 0,030 3135 20 160
Kinetex® 4.6x30 1 3,00 1,154 1,817 0,663 0,034 2110 17 228
Kinetex".  4.6x30 2 2,25 1,196 2,237 1,041 0,040 3759 29 160
Kinetex".  4.6x30 2 3,00 1,147 2,091 0,944 0,047 2239 25 228

Halo” 4.6x50 1 2,25 1,253 2,053 0,800 0,028 4531 21 260

Halo® 4.6x50 1 3,00 1,196 1,981 0,785 0,030 3800 20 350

Halo® 4.6x50 2 225 1,249 2,352 1,103 0,041 4017 29 260

Halo® 4.6x50 2 3,00 1,199 2,324 1,125 0,047 3180 25 350
Monolith®  4,6x50 1 2,25 1,409 2,276 0.867 0,034 3609 17 V5
Monolith®  4,6x50 1 3,00 1,312 2,101 0,789 0,035 2820 17 100
Monolith® 4,6x50 2 2,25 1,409 2,682 1,273 0,046 4250 26 V5
Monolith®  4,6x50 2 3,00 1,307 2,467 1,160 0,047 3381 25 100
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Tabelle 18: Bestimmung der Séauleneigenschaften natleue-Test [68]. Normierung ist im Text

beschrieben

1. Dimension 2 Dimension
N Machera
Saule KineteX’ PFP  Lun& CN Nagel Cl\)ll Kinetex” RP 18
Dimensionen der Saule [mm] 2,1x150 2 x 150 226Q 3 x50
Uracil 3,37 1,78 6,70 0,42
Naphthalen 10,69 2,33 9,81 1,69
Acenaphthen 19,32 2,51 10,81 3,30
tqr [Min] Propranolol 26,08 8,64 13,58 0,87
Amitriptylin 51,00 8,49 17,63 5,00
Butylparaben 7,56 1,87 8,14 1,09
Diprpylphthalat 12,28 2,03 9,15 1,72
Uracil
Naphthalen 2,17 0,31 0,46 3,05
Acenaphthen 4,73 0,41 0,61 6,89
k Propranolol 6,74 3,85 1,03 1,09
Amitriptylin 14,13 3,77 1,63 10,96
Butylparaben 1,24 0,05 0,21 1,61
Dipropylphthalat 2,64 0,14 0,37 3,12
Charakterisierung des Saulenmaterials nach [68]
Silanolische Wechselw. S 3,52 3,94 2,81 2,99
Polare Wechselw. E 0,10 0,44 -0,31 -1,55
Phenolische Wechselw. P -0,65 -1,27 -0,64 -0,54
Hydrophobe Wechselw. v 0,031 0,015 0,019 0,034
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Vergleich der Spektren der on-line und off-line LCx LC-Methoden
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Abbildung 46: Vergleich der Spektren von Senkyunotie I.

Identifizierung erfolgte anhand des Retentionsvéeha und der UV-Spektren im Vergleich

zu Wang et.al. [176] und des MS ESI-positiv Spekisu

110



Anhang

Ferulasaure
MS ESI-positiv

RD_20110512_2Dofflin_8 267 (5.030) 1: TOF MS ES+
1001 195.12 .
off-line
OH
o
HaC™ X o
HO ]
Monoisotopic Mass = 194.06 Da
17713 196.15 20915 o1p17
e H\‘ k
RD_20110504_2D_PFP17_RP185_ANGI 4523 (46.842) TOF MS ES+
195.09 450
. 1007 .
Spezies m/z on-line
+
[M+H] 195
+
[M-OH] 177
+
[M+NH4] 212 wel
+
[M+Na] 217
177.10 pou
[ S St ot e B B o B it B Bttt et B s i et ot e s e et e e e e B 13
168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230
UV-Spektrum
mAU
14.8671.00 I
100 7 off-line
18
75*7
50
: o
- 0
25*7
o]
—t— —t— —t— —d —t —t— .
250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm
mAU
146,58/ 1.00 b
150 | .
1 on-line
125 -
100 -
| o
1 S
75 -
50 - °
| ©
25
0
— — T — T — T — T — T — T
225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

Abbildung 47: Vergleich der Spektren von Ferulasaue.

Identifizierung erfolgte anhand des Retentionsvéeha im Vergleich zu Huang et.al. [177]

des MS ESI-positiv- und UV-Spektrums.
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Tabelle 19: Zusammenfassung der Retentionszeitenrfdie Analyse von 12 Standards und einer
unbekannter Komponente mit drei unterschiedlichen lomprehensiven zweidimensionalen Methoden.

Erste Dimension

Zweite Dimension

Standard 2*SAX PFP | 2*SAX-PFP RP-18
[min] [min] [min] [min]
L-Ascorbinsaure (Na-Salz) 35 3 35 0,14
Nicotinsaure a7 5 48 0,19
Gallussaure 90 3 75 0,25
4-Hydroxybenzoesaure 60 4 54 0,56
(+)-Catechin 26 57 69 0,58
4-Hydrophenylsaure 54 5 51 0,61
Unbekanntes Analyt 49 5 49 0,63
Phthalaldehydséaure 44 5 48 0,72
2,6-Dihydroxybenzoeséaure 63 33 78 0,80
Benzoesaure 55 5 56 0,81
4-Metyloxyphenylessigsaure 51 5 56 0,83
Salycilsaure (Na-Salz) 61 13 64 0,84
2-Methylbenzoesaure 54 5 51 0,87
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